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C L A V E  D E  A B R E V I A T U R A S
AD: Agua destilada
ADD: Agua destilada y deslonlzada
ANSA: Acido 1-2-4 amino-naftoL-sulfonico
CL: Citrato liasa
DO: Densidad optica
EDTA: Acido etilln-diamin-tetracetico 
GH; Hormona del crecimiento hipofisaria 
LDH: Lactico dehidrogenasa 
MDH: Malico dehidrogenasa 
UAA: Acido oxalacetico
PBI: lodo ligado a las proteinas plasmaticas 
P-DNA: Fosforo del DNA
P-fosfolipidos: Fosforo ce los fosfolipidos 
T^: Tiroxina
rCA: Acido tricloroacetico
ÏRH: Hormona hipotalamica liberadora del Xsi-i 
ÏSH: Hormona tirotropa hipofisaria 
Iris: Tri-hidroxi-metil amino-metano
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El objetlvo de la présenté tosis es el estudio de 
las Interrelaciones de los métabolismes de hidratos de car 
bono y grasas y su regulaclon en ciertas situaciones fisio 
lôgicas o patolôgicas en las que se encuentran altoradas.
La gluconeogénesis, gllcollsls, cetogénosls y li 
po,'genesis hepaticas pueden ser influenciadas por los efcc- 
tOQ reguladores que ejerce el contenido estacionario de do 
rorminados metabolitos(tales como el Ac-CoA, acido cftrico 
V âcidos grasos libres) dentro de las células, sobre cier- 
rn.q actividades enziraticas. Por experimentos realizados 
“in vitro** son conocidos los efectos alostéricos del Acc- 
tll-CoA sobre el primer enzima de la gluconeogénesist la 
plruvato carboxilasa (Keech y Utter, 1963) y sobre la piru 
vato dehidrogenasa (Garland y Randle, 1964); del acido of- 
trico sobre la Ac-CoA carboxilasa (Martin y Vagelos, 1962) 
y la fosfofructokinasa (Passonneau y Lowry, 1963); y de 
lo3 acidos grasos sobre la glucokinasa, la piruvatokinasa, 
los enzlmas del shunt de las hexosas-monofosfato (Weber y 
Col., 1966) y la Acetil-CoA carboxilasa (Dorsoy y Porter,
1968).
Debido a la complejidad de los mecanisrnos de ra- 
gulacion metabolica, los datos existantes en la literature 
no permiten decidir si los anterlores sistemas de control 
se dan o no en situaciones **in vivo**.
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Para el estudio de estos mecanismos de régula - 
ciüiT hemos ptilizado la lactancia, el ayuno y el hipo e 
hipcrtiroidismo en los que relacionamos el estado estacio 
de metabolitos reguladores con las velocidades de 
les vias metabolicas donde actuan (gluconeogénesis, lipo- 
jénesis, etc.)
I) ALTERACIONES METABOLICAS EN LA LACTANCIA DE LA RATA
Durante la vida intrauterina la principal fuen 
te ce energfa del feto es la glucosa que recibe de la ma 
crc a través de la placenta (Herrera y Col., 1969). A par 
tir de dicho metabolito el feto, no solamente satisface 
sus necesidades energéticas, sino que logra fabricar Ifpi 
dos que los réserva principalmente en forma de grasa ma­
rron y el exceso de glucosa lo acumula en forma de gluco- 
jono hepatico, Ilegando a concentraciones realmente altas.
En el nacimiento, la rata sufre un drastico cam 
bio en su alimentacion. Durante los primeros d£as de vida 
cxtrauterina utiliza las réservas almacenadas durante la 
ultima parte de la vida fetal y comienza a lactar. La lé­
ché de rata puede ser considerada como una dietaiica en 
grasas y protefnas (69% y 23%) y pobre en hidratos de car 
bono (8%) (Dymsza y Col., 1964). La concentracion de lac- 
cosâ es solamente alrededor de un 3% (peso/volumen) y, por 
consiguiente, los carbohidratos pueden faciliter menos del 
10% de las calorfas totales requeridas por el animal recimi 
nacido (Hahn y Col., 1961 a). Como la utilizacion de los 
ami^oécidos procédantes de la digestion de las protefnas
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de la leche para la sfntesis de nuevas protefnas es muj al
ta (Hahn y Col., 1961 b), la oxidaclon de Ifpidos parece
s or la principal fuente de energfa durante la lactanci;.
A partir de los 13 6 14 dfas de edad, la rate em
pleza a mezclar la leche con la comida de adultos y a jos
30 dfas su alimentacion es practicamente como la de un adu% 
to, es decir, una dieta rica en hidratos de carbono (4L5%) 
y DObre en grasas (3.8%).
Se conocen gran numéro de alteraciones metabdi- 
cas originadas al variar la relacion hidratos de carboxo/ 
gf&sas en la dieta, como consecuencia de la adptacion <b un 
grah numéro de enzimas, Asf por ejemplo, cuando esta rda- 
cidn es baja (dieta grasa), hay una disminucion de la iti- 
zacion de glucosa (Christophe, 1961), un aumento de la 5lu_ 
coneogénesis hepatica y una alteracion en la concentradon 
de Ifpidos en dicho tejido (Blazquez y Col., 1971).
Estas adaptaciones enzimaticas se presentaran m  
la lactancia de una manera totalmente fisiologica y corn» 
consecuencia del paso de la alimentacion a expensas de a 
leche materna a la dieta de adulto. Esta es, por lo tan'.o, 
una situacion ideal en la que, s in some ter a los anima lis 
a ningun tipo de tratamiento, las interrelaciones hidraios 
de carbono/grasas van cambiando en funeion de los sustr- 
tcs utilizados por el animal.
En efecto, en los ultimos dfas de la vida fetcl 
el glucôgeno se almacena en gran cantidad en el hfgado, 
alcanzando valores de hasta un 10% (Ballard y Oliver,
1963; Avdalovic y C.ol., 1970), durante las primeras hnrm
- 14
cespues del nacimiento los nivelas caen drasticamente y 
permanecen bajos durante toda la lactancia. Esto debe estar 
relacionado con la actividad de la glucosa - 6 - fosfatasa, 
que es muy baja en el feto, permitiendo que se acumule el 
glucôgeno. Sin embargo, durante la lactancia la actividad 
de este enzima esta muy elevada y los niveles de glucôgeno 
permanecen bajos (Dawkins, 1966}• Estos cambios en la con 
œntraciôn de glucôgeno se producen tambien en otras espe- 
cios animales como el cobaya y raton (Kornfeld y Brown, 
1962; Burton y Col,, 1970).
Por otro lado, la actividad de elgunos enzimas 
rclacionados con la utilizacion de glucose disminuyen des- 
do el final de la gestaciôn y solamente alcanzan los nive­
les del adulto tras el destete (Vernon y Valker, 1968). 
/.simismo, la glucokinasa es indétectable hasta el d£a 16 
de vida postnatal (Walker y Holland, 1965;.
Como consecuencia de esta falta de enzimas glico 
liticos, la utilizaciôn de glucosa durante la lactancia es 
nuy baja, alrededor solamente de un 50% de la que existe 
tras el destete (Vernon y Walker, 1972 a),
Ai contrario de lo que sucedfa con la glucolisis, 
los enzimas de la gluconeogénesis son mas activos en el hf­
gado de los animales lactantes que en el de los adultos 
(Ballard y Hanson, 1967; Yeung y Oliver, 1967; Vernon y 
Valker, 1968). Asf por ejemplo, es el case de las activida 
ces de la fructosa 1,6 difosfatasa y glucosa 6 fosfatasa. 
la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxikinasa es muy
BIBLIOTECA
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baja en el feto mientras que sufre un incremento de velnt_i 
cinco veces en el nacimiento, habiéndose sugerido incluso 
que la apariciôn de este enzima inicie un répido aumento 
de la gluconeogénesis (Ballard y Hanson, 1967),
La gluconeogénesis renal aparece ya en el feto 
aunque alcanza nivelés mas altos en la lactancia (Zorzoli 
y Col,, 1969), Sin embargo, la gluconeogénesis hepatica no 
existe en la vida fetal, apareciendo en los primeros dfas 
de la vida extrauterina, La capacidad "in vitro" de produ- 
cir glucôgeno a partir de aminoacidos aparece también con 
el nacimiento y es maxima a los 5 dfas de edad, disminuyen 
do graduaImente durante la lactancia hasta alcanzar los %ii 
veles del adulto (Yeung y Oliver, 1967), Los animales de 
un dfa de edad tienen ya capacidad de producir glucosa '*in 
vivo" a partir de la inyecciôn de diverses sustratos radiac 
tivos (piruvico, lactico, aspartico), cosa que no sucade 
con el feto a término (Philippidls y Ballard, 1969), Ulti- 
mamente se ha demostrado que la gluconeogénesis "in vivo" 
a partir de lactato, es mas alta en los animales de 2 y 10 
dfas que en los de 30 dfas que ya han sido destetados (Ter 
non y Walker, 1972 b).
Durante la lactancia también el métabolisme de 
los Ifpidos sufre grandes cambios. La lipogénesis, medida 
como incorporaciôn de g l u c o s a - C o  acetato-C^^ a Ifpidos, 
es alta en el feto y en el animal adulto, pero hay una ra­
pide supresiôn de la lipogénesis hepatica tras el nacimien 
to y permanece baja hasta l\>s 20 dfas de edad en que empie
U) -
za a aumentar nuevamente (Villee, 1958; Ballard y Hanson, 
1967; Taylor y Col., 1967). Esta elevacion coincide con el 
cambio de dieta y es paralela a la actividad de la citrato 
liasa hepatica que, a partir de los 20 dfas, comienza a au 
mentar hasta alcanzar antes de los 30 dfas los niveles 
iguales a los existantes en el animal adulto (Ballard y 
Hanson, 1967), A pesar de la baja lipogénesis los niveles 
de acidos grasos en plasma permanecen altos durante la lac 
tancia debido a la gran cantidad de Ifpidos ingeridos en 
la leche (Page y Col,, 1971), Al contrario de lo que suce- 
dfa con la glucosa, la utilizacion de acidos grasos esta 
aumentada durante este perfodo, siendo maxima a los 5 dfas 
y empieza a disminuir con el destete (Lockwood y Bailey,
1970), Como consecuencia de estos cambios en el. metabolis- 
mo de los acidos grasos se producen alteraciones en la ce- 
togénesis, Los enzimas dé formacion de cuerpos cetônicos e^ 
tan elevados durante la lactancia (Lockwood y Bailey, 1971) 
y durante este perfodo hay una formaciôn incrementada de 
cuerpos cetônicos por cortes de hfgado (Drahota y Col,
1964) y en homogenados de hfgado a partir de paImitato 
(Augenfeld y Fritz, 1970), en relaciôn con la que ocurre 
en el feto y en adultos (Lee y Fritz, 1971), Como conse­
cuencia de esta activaciôn en la cetogénesis al poco tiem- 
po del nacimiento, los cuerpos cetônicos circulantes que 
al nacer son bajos, aumentan en el animal de un dfa de edou 
alimontado "ad libitum" hasta valores que aparecen en cl 
adulto solamente tras 48 horas de ayuno. Esta cetosis se
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u.antiene hasta el destete en que empieza a disminuir hacia 
los niveles del adulto (Drahota y Col,, 1964; Page y Col,
197I). En cuanto a la utilizacion de los cuerpos cetônicos 
parece ser que cortes de cerebro de ratas lactantes los 
utilizan mas rapidamente que los adultos (Drahota y Col.,
1965) y de hecho, algunos de los enzimas claves en la uti 
lizaciôn de cuerpos uitônicos estan muy elevados en el ce 
rjbro de animales lactantes, aunque esto no sucede en ri- 
ni corazôn, El cerebro es, pues, potenciaImente el 
r.a/or sitio de utilizaciôn de los cuerpos cetônicos en la 
inlancia, lo que no ocurre en el adulto en el que la 
principal y casi unica fuente de energfa para el cerebro 
CG la glucosa.
Estos cambios metabôlicos repercuten y/o son con 
Gocuoncia de las conocidas alteraciones hormonales que ocu 
rren durante este perfodo, Asf, por ejemplo, la insulina 
circulante que era muy alta en el feto a termino cae drés- 
:ic^mente en el primer dfa de vida postnatal, mientras su­
cede lo contrario con el glucagôn (Girard y Col, 1972) y 
permanece a niveles mas bajos que en el animal adulto has­
ta el destete (Blazquez y Col., 1970). Hay un perfodo de •• 
activa secreciôn de glucocorticoides que comienza hacia el 
nia 10 del nacimiento (Levine y Mullins, 1966). La hormona 
de crecimiento en la hipôfisis no aparece por radioinmuno- 
ensayo hasta el dfa 19 de vida fetal y el contenido hipo- 
fisario aumenta rapidamente a partir del segundo dfa de yi 
da extrauterina (Birge y Col. 1969) .
- 18 -
A pesar de esta amplia bibliograffa existante 
sobre las alteraciones metabolicas durante la lactancia, 
existen enormes lagunas que impiden el comprender los me« 
canismos de regulacion de las mismas.
Asi por ejemplo, no existen datos en la litera­
ture sobre los cambios metabôlicos en animales lactantes 
en ayunas, lo cual nos impide conocer los recursos enor- 
geticos y la capacidad catabôlica de estos animales,
Huchos de los estudios realizados en animales 
lactantes con sustratos radiactlvos ,se han realizado 
utilizando condiciones expérimentales en las que una di. 
ferencia en la concentraciôn endôgena de metabolitos en 
tre los animales en estudio, podrfa justificar diferen- 
cias que aparentemente se han achacado a cambios en ac­
tividad metabôlica,
Por ultimo, no hay datos en la literatura so­
bre la concentraciôn hepatica de metabolitos regulado­
res, ni siquiera de la composiciôn intrfnseca de dicho 
tejido, que nos permitirfa un mejor conocimiento de 
los cambios metabôlicos que aparecen en esta situaciôn 
fisiologica,
Con el fin de obtener un conocimiento mas am- 
plio del métabolisme en la rata lactante hemos intentado 
cstudiar los puntos anteriormente citados (efecto del 
ayuno, concentraciôn hepatica de metabolitos, etc.) en - 
la présente tesis.
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2) PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL DEL ESTUDIO DE LAS INTERRELA­
CIONES DE HIDRATOS DE CARBONO Y GRASAS DURANTE LA LACT^ 
CIA DE LA RATA
Para este estudio hemos utilizado animales de 5, 
10, 20 y 30 dfas de ambos sexos y los hemos comparado con 
animales adultos. Hemos escogido estas edades por parecer- 
nos muy significatives en el desarrollo postnatal de la ra 
ta. A los 5 dfas los animales se estan alimentando de la 
leche materna, aunque aun disfrutan de réservas endôgenas 
acumuladas durante el perfodo embrionario. Los 10 dfas des 
pues del nacimiento representan un estadio en que se ha 
producido un considerable aumento en la cantidad de leche 
ingerida, pero esta es todavfa la unica dieta que recibe 
el animal. A los 20 dfas de edad el animal no ha dejado aui 
de mamar pero compléta su dieta consumiendo también la co­
mida que tiene la madré a su disposicion, hemos visto ade- 
mas que esta edad es crftica ya que en ella aparecen dras- 
ticos cambios metabôlicos. Los 30 dfas representan una 
edad en que el destete es practicamente complete, pero aun 
no han empezado a aparecer diferencias sexuales en paramé­
trés metabôlicos.
En todos los grupos mencionados hemos realizado 
el estudio en ratas alimentadas "ad libitum" y en animales 
sometidos a un ayuno previo de 24 horas con la finalidad de 
conocer también los mecanismos de regulaciôn, a partir de 
sustratos endôgenos cuando las necesidades metabolicas es-
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tan aumentadas. El ayuno nos ha parectdo muy interesante 
ya que, aunque sus efectos en el animal adulto estan muy 
estudiados, del animal lactante no se encuentran practica­
mente datos en la literatura, como ya hemos indicado ante­
riormente •
En el hfgado de estos animales hemos valorado el 
estado estacionario de metabolitos reguladorest el Ac-CoA, 
acido cftrico, acido piruvico y acido lactico, El Ac-Coa 
nos intereso por ser el producto final de la p-oxidacion 
de los acidos grasos, ser sustrato para lipogénesis y para 
sintesis de cuerpos cetônicos y acido cftrico (Fig. 1), 
aparté de su efecto activador sobre la piruvato carboxila­
sa e inhibidor sobre la piruvato dehidrogenasa. El acido 
cftrico por ser la vfa de entrada del Ac-CoA en el ciclo 
de Krebs, por su acciôn inhibidora sobre la fosfofructoki­
nasa y su efecto activador sobre el primer enzima para la 
lipogénesist la acetil-CoA carboxilasa. Los acidos piruvi­
co y lactico nos interesan porque la relaciôn lactico/piru 
vico représenta la de NADH/NAD citoplasmica (Williamson y 
Col., 1967). Cuando esta relaciôn es alta se favorece la 
formaciôn de 3-fosfo-gliceraldehfdo y consecuentemebte la 
gluconeogénesis, mientras que al ser baja se favorece la 
de acido 1-3-difosfoglicérico y consecuentemente la glico- 
lisis.
Como fndices générales del metabolismo de hidra- 
tos de carbono y Ifpidos hemos valorado también glucôgeno 
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En plasma se determinaron glucosa y cuerpos cet^
nlcos,
En vlsta de que durante la lactancia hay grandes 
canbios en el peso del hfgado y su relaciôn con el del aiii 
mal complete, hemos estudiado la celularidad hepatica y la 
composiciôn intrfnseca del hepatocito, Como fndices de ceju 
laridad hemos utilizado el contaje de nucleos y la concen­
traciôn de DNA y hemos contado la proporciôn de celulas mo 
no y binucleadas existante en los hfgados de los animales 
de distintas edades. En cuanto a la composiciôn del hfgado 
henos valorado el agua, las protefnas y los fosfolfpidos. 
Esta parte del trabajo se ha realizado en colaboraciôn con 
el Dr, E,Blazquez, àl que quiero expresar mi agradecimien- 
to.
Con el fin de relacionar el estado estacionario 
de los metabolitos reguladores con las vfas sobre las que 
actuan, hemos realizado otra serie de experimentos en los 
que hemos inyectado piruvato-3-C^^ a los animales de dis- 
rintas edades y hemos medido la incorporaciôn de radiac­
tividad a la sangre, la gluconeogénesis "in vivo" (es de- 
cix, la formaciôn de glucosa radiactiVA en plasma mas 
glucôgeno radioactivô en hfgado), la actividad especffi- 
ca de la glucosa y el glucôgeno y la formaciôn de Ifpidos 
radiactivos en hfgado, tanto ifpidos totales como la 
fracciôn del glicerol de los glicéridos.
En este experimento hemos dedicado especial 
atenciôn a las poslbles diferencias en la dilueiôn del
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sustrato radiactivo »t como indicamos anteriormente, difer% 
cias endôgenas del "pool" de piruvico entre los distintos 
grupos experimentsles podrfan enmascarar los resultados por 
variar la actividad especffica del trazador. Para subsanar 
este posible artefacto hemos realizado el experimento do- 
blet con concentraciôn traza del precursor radiactivo y 
con concentraciones sustrato, suficientes para compenser 
los poslbles cambios de su concentraciôn "in vivo" entre 
los grupos•
3} ALTERACIONES METABOLICAS EN RATAS HIPO E HIPERTIROIDEAS
Es bien conocido el hecho de que el hipo e hiper 
tiroidismo vienen acompanados de cambios en el metabolismo 
intermediario, especiaImente en lo que se refiere a las in 
terrelaciones hidratos de carbono/grasas (Metgger y Frein- 
kel, 1971; Freinkel y Metzger, 1971) y, por consiguiente, 
constituyen otro modelo para el estudio de los mecanismos 
de regulaciôn de dichas interrelaciones.
Este modelo es de gran interes para el mejor cono 
cimiento no solo de las alteraciones bioqufmicas que se pre 
sentan cuando varfan los niveles circulantes de hormoiias 
tiroideas en particular, sino tambien, en general, de todo 
el metabolismo intermediario,
Desde hace unos diez anos se vienen estudiando 
en nuestro laboratorio las alteraciones endocrines y neta- 
bôlicas que se presentan en el hipo e hipertiroidismo, Se
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han utilizado diverses procedimientos expérimentales para 
lograr cambios graduales en la funeiôn tiroidea y relacio 
narlos con las alteraciones metabôlicas que aparecen en 
tejidos extratiroideos. Asf, se han utilizado bociôgenos 
(Herrera y Col, 1963, 1968 a y 1968 b), tiroidectomfa y 
tratamiento con distintas dosis de tiroxina exôgena (He­
rrera y Col. 1963, 1968 a), dieta pobre en iodo (Castro y 
Col. 1972), etc.
Aunque existe una amplia bibliograffa sobre el 
tema, la influencia de las hormona s tiroideas sobre el me­
tabolismo Intermediario no se ha comprendido completamente» 
Se sabe que en el hipotiroidismo todo ritmo metabôlico dis- 
minuye, de forma que se présenta la asociaciôn de un lento 
catabolisme y anabolismo que repercute en el establecimien 
to de un nuevo estado estacionario en el que algunos meta­
bolitos se mantienen a concentraciones iguales que la de 
los animales normales.(Metzger y Freinkel, 1971), Asf, por 
ejemplo, las concentraciones de glucôgeno hepatico (Castro
1972) y glucosa plasmatica (Lamberg, 1965(Castro, 1972), 
son normales en los animales hipotiroideos a pesar de que 
se conoce que existen grandes cambios en la sfntesis y 
utilizaciôn de la glucosa en estos animales. La utiliza­
ciôn de glucosa en el hipotiroidismo, se encuentra dismi- 
nuida en algunos tejidos (Shames y Col. 1968), aunque es 
nomal en el tejido adiposo (Bray y Goodman, 1968), tam­
bien se ha descrito una disminuida glicolisis hepatica
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(Bargoni y Col, 1968). For otra parte algunos enzimas de 
gluconeogenesis, como la piruvato carboxllasa y la fosfo- 
enolpinivato carboxlkinasa (Bottger y Col,. 1970) se encuen 
tran dlsmlnuldas en animales tiro idee tomlzados y se eleven 
tras la administréeion de hormones tiroideas. Como conse- 
eueneia de la disminueion de enzimas elaves de glueoneoge- 
nesis en animales hipotiroideos, la aetividad de dicha v£a 
metaboliea pareee ester disminuida (Menahan y Wielând, 
1969), La situaeion no esta, sin embargo, tan elara ya^que 
la glueoneogenesis en los animales hipotiroideos es igual 
a la de los normales, cuando se eorrige por la distinta 
xnasa corporal de ambos grupos (Castro, 1972).
Logieamente, tambien el metabolismo lipfdieo es­
ta afeetado en el hipotiroidismo, aunque la concentration 
plasmatica de acidos grasos libres, tras cortos perfodos 
de ayuno, es normal o ligeramente disminuida en sujetos 
hipotiroideos (Hamburger y Col. 1963; Harlan y Col., 1963) 
y de hecho, los niveles circulantes de cuerpos cetonicos en 
animales tiroidectomizados son iguales a los de ratas intac 
tas (Castro, 1972). En el hipotiroidismo hay una tendencia 
a acumular grasas (Scow, 1951), que no parece deberse a un 
aumento de la lipogenesis (Bates y Col., 1955; Masoro, 
1962), sino m^s bien a una disminuicidn de su degradation 
(Dcbbons y Schwartz, 1961). La actividad lipol£tica del 
tejido adiposo parece ester disminuida en animales hipoti­
roideos (Fisher y Ball, 1967) aunque esto no ha sido con-
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flrmado (Vaughan, 1967),
El ayuno parece romper todo este equilibrlo meta 
bolico, lo que se manifiesta por una intense hipoglucemia 
en los animales hipotiroideos (Castro, 1972), a pesar de 
que presentan una mayor activacion de los procesos lipolf- 
ticos que los animales normales (Montoya, 1972). Hay muy 
pocos resultados relacionados con la actividad metaboliea 
de estos animales en el ayuno, pero los datos anteriormen- 
te citados, parecen indicar que, cuando se les priva de 
alimonto, llevan a cabo un gran reajuste metabdlico que 
les permite la supervivencia a pesar de ese descenso en 
los niveles plasmaticos de glucosa.
Al contrario de lo que sucedfa en el hipotiroi­
dismo, en el hipertiroidismo todos los procesos metabdli- 
cos aparecen activados, aunque por lo general, no se pre- 
lenta una activacion paralela del anabolismo y catabolis- 
no, predominando generaImente este ultimo. Como resultado, 
la concentracidn estacionaria de ciertos metabolites di- 
fiere granderoente de la que presentan los animales euti- 
roideos. As£, la glucosa plasmatica se encuentra elevada 
en el hipertiroidismo (Lamberg, 1965) y todo el cuadro ne 
tabdlico se asemeja bastante al de los animales diabéti- 
cos (Freinkel ÿ Metzger, 1971). »
La actividad de los enzimas gluconeogenéticos 
esta aumentada en el hipertiroidismo (Menahan y Wieland,
1969) y aunque se ha descrito que no siempre se présenta
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d icho aumento (Murad y Freed land, 1967), parece bien esta- 
blecido que la gluconeogenesis de animales con elevados id 
veles de hormones tiroideas esta aumentada con relaci&n a 
la de los eutiroideos. (Levine, 1965i Freedland y Krebs, 
1*9671 Menahan y Wieland, 1969). Tambien se présenta en el 
hipertiroidismo un aumento en la utilizacion de glucosa 
(Rabinowitz y Myerson, 1967), lo cual concuerda con una 
mayor actividad de enzimas glicolfticos (Winnick, 1970) y 
del shunt de las pentoses monofosfato (Dow y Allen, 1961), 
en estos animales. El metabolismo hidrocarbonado esta tarr^  
bien aumentado en el hipertiroidismo como consecuencia dc 
una mayor absorcion intestinal de glucosa (Brown y Barker,
1966).
A1 contrario de lo que ocurrfa con la glucosa 
plasmatica, el glucogeno hepatico es bajo en el hipertirql 
dlsmo (Kuriyama, 1918; Coggeshall y Greene, 1933) lo que 
ha de ser debido al aumento de glucogenolisis que aparece 
en estas condiciones como consecuencia de la activacion 
de la fosfarilasa hepatica (Hornbrook y Col., 1965). Por 
otra parte, el ciclo de Cori se encuentra incrementado en 
la tirotoxicosis (Svedmyr, 1966).
El metabolismo de las grasas se encuentra tam­
bien alterado e n -el hipertiroidismo. En esta situation 
hay una aumentada utilizacion de Ifpidos que se refleja 
tanto en una gran movilizacion de los depositos grasos 
(Vaughan, 1967; Fisher y Ball^ 1967; Bray y Goodman, 1968)
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como en una elevada oxidacion de los acidos grasos (BressLsr 
y Wittels, 1966). Los datos relacionados con el efecto del 
hipertiroidismo sobre la lipogenesis son, sin embargo,bas­
tante confusos, ya que hay autores que encuentran disminui­
da la sfntesis de acidos grasos (Myant y Iliffe, 1963), mien 
tras que otros llegan a resultados opuestos.
Résulta dificil decidir si los cambios metabolicos 
que aparecen en el hipo e hipertiroidismo son debidos direc- 
tamente a los efectos de las hormonas tiroideas o si estan 
mediados por alteraciones que aparecen en otras glandulas en_ 
docrinas.
La hipdfisis es una de las glandulas mas afectadas 
cuando hay un defecto o exceso de hormonas tiroideas. En el 
hipotiroidismo hay una aumentada secrecion de tirotropina, lo 
que se traduce en unos altos niveles plasmaticos de dicha hog 
mona (Morreale y Col., 1970). Lo contrario ocurre con la hor­
mone de crecimiento que se encuentra muy disminuida en estas 
condiciones (Griesbach y Purves, 1945; Daughaday y Col., 1968) 
produciendose como consecuencia una disminueion y parada del 
crecimiento en los animales tiroidectomizados. En el hipoti­
roidismo existe tambien una disminueion de la esteroidogene- 
sis (Heilman y Col,, 1959), posiblemente como consecuencia de 
un funcionamiento hipofisario menos activo.
Otra glandula intensamente afectada por una bajada 
en los niveles circulantes de hormonas tiroideas es el pan­
creas endocrine. La tiroidectomfa produce una disminueion de 
la salida "in vitro" de insulina pancreatica (Malaisse y Col,
1967) y se han encontrado niveles muy bajos de insulina plas
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matica, tanto tras la tiroidectomia, como tras el tratamien 
to con antiroideos (Jolin y Col., 1970),
Tambien en el hipertiroidismo existen alteracio­
nes hipofisarias, especiaImente en la biosfntesis y secre- 
cidn de TSH, lo que se traduce en unos bajos niveles plas­
maticos de esta hormona (Montoya, 1972). Al contrario de lo 
que ocurrfa en el hipotiroidismo, en el hipertiroidismo ap@ 
rece un aumento de la esteroidogenesis, posiblemente como 
consecuencia de una aumentada liberacion de hormona corti- 
cotropa por la hipdfisis (Heilman y Col., 1959). El trata-
miento con altas dosis de T produce una disminueion en el
4
contenido pancreatico y secrecion de la insulina (Malaisse 
y Col., 1967); se ha descrito tambien una acelerada degra- 
dacion de la insulina en el hipertiroidismo (Cohen, 1957; 
Elgee y Williams, 1955), pero existe todavfa una gran con­
fusion en la 1itératura respecte a la relacidn del hiperti­
roidismo con el funcionamiento pancreatico. As£, por ejem- 
plo, la insulina plasmatica se encuentra elevada o normal s§ 
gun algunos autrores (Yalow y Berson, 1960; Hales y Hyams, 
1964), mientras que se encuentra disminuida segun otros (Og 
setti y Col., 1967).
4) PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL DEL ESTUDIO DE LAS INTERRE- 
LACIONES DE HIDRATOS DE CARBONO Y GRASAS EN RATAS HIPO- 
TIROIDEAS E HIPERTIROIDEAS.
Como vemos en estas dos situaciones, el hipo e hi 
pertiroidismo, el metabolismo hidrocarbonado y lip£dico es­
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ta muy alterado y pueden servir como modèles expérimentales 
para el estudio de la regulacion del mismo, Esto nos ha lie 
vado a estudiar el efecto de la tiroidectom£a y la adminis- 
tracidn de distintas dosis de tiroxina exdgena sobre diver­
ses paramétrés del metabolismo intermediario. Al igual que 
en cl caso de las ratas lactantes, no nos ha interesado co- 
nocer la concentracion o actividad de un enzima aislado, si­
no mas bien el déterminât como este enzima, unido a otros nu 
chos enzimas, metabolites, etc. esta funcionando "in vivo". 
Como el centre de muchas alteraciones metabdlicas es el h£- 
gado nos ha interesado especialmente el estudio de este or - 
gano. Los paramétrés determinados han sido similares a los es 
tudiados en el caso de los animales lactantes, dedicando es­
pecial atencion a los metabolites reguladores,
También en este modelo experimental hemos utiliza- 
do animales alimentados "ad libitum" y sometidos al ayuno, 
en este caso de 48 horas.
Como hemos visto que tanto el hiper como el hipo­
tiroidismo vienen generaImente acompanados de cambios en 
otras glandulas distintas del tiroides, nos ha interesado dg 
terminar si en nuestras situaciones expérimentales las alte­
raciones metabolicas se deben a una accion directa de las 
hormonas tiroideas o podr£an habor sido desencadenadas por 
cambios en otras hormonas. Para ello hemos determinado la 
hormona de crecimiento hipofisaria y la tirotropina e insu­
lina plasmaticas, como indices de la actividad hipofisaria 
r pancreatica de estos animales.






Hemos utilizado ratas blanças de la 
del criadero de nuestro laboratorio.
IX- CONDICIONES AMBIENTALES
Debido a la influencia que tienen las variaciones 
ambientales en el metabolismo intermediario, los animales 
han permanecido en una habitacion de temperature continua- 
mente regulada entre 20 y 22sC, Asimismo estuvieron someti­
dos a doce horas de luz y doce de oscuridad al dia.
Ill- SITUACIONES EXPERIMENTALES
En el presente trabajo hemos utilizado dos mode- 
los expérimentales bien diferenciados:
A: Ratas lactantes 
B: Ratas hipo e hipertiroideas 
A-RATAS LACTANTES
Como madres hemos utilizado ratas normales, jôve- 
nes,de peso comprendido entre 130-200g. que eran primipares 
y se han cruzado con machos asimismo normales. Unos dias an­
tes del parto las hembras prehadas las separamos en Jaulas 
individus le s 4»
A lo largo de todo el embarazo y hasta el final de 
los experimentos, han tenido libre acceso al agua y a la co- 
mida y no han sufrido tratamiento de ningun tipo.
Utilizamos l^s crias de ambôs sexos, a distintas 
edades: 3, 10, 20 y 30 dias. Hemos procurado elegir càmadas
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de un tamâno aproximado descartando las de un numéro peque- 
no de individuos (por debajo de siete), al fin de evitar gran 
des diferencias en la cantidad de leche ingerida por los anl 
maies de distintas camadas.
El estudio lo hemos hecho en ratas alimentadas y 
tras un ayuno de 24 horas. En este ultimo caso, los animales 
eran separados de sus madres, teniendo unicamente agua a su 
disposicion.
Como contrôles utilizamos ratas adultas, virgenes, 
de un peso aproximado al de las madres y recibiendo el mis­
mo tipo de alimento que estas. Lo mismo que en el caso de 
los animales lactantes, unas tuvieron acceso a la comida "ad 
libitum" y otras fueron sacrificadas tras un ayuno de 24 ho­
ras, durante el cual solo pudieron beber agua.
B-RATAS HIPO E HIPERTIROIDEAS
En esta situaciôn experimental tenemos cinco sub- 
grupos diferentes;
a- Ratas contrôles sin tiroidectomizar (C) 
b- Ratas tiroidectomizadas sin dosis sustitutiva 
de tiroxina (T+0) 
c- Ratas tiroidectomizadas e inyectadas diariamen 
te, por via intraperitoneal, con 0.1/ug de ti 
roxina/lÛO gramos de peso corporal (T+0*1) 
d- Ratas tiroidectomizadas inyectadas con 2 yug de 
tiroxina (T+2) 
e- Ratas tiroidectomizadas inyectadas con 23 yug 
de tiroxina (T+23)
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En todos estos animales, excepto en los contrôles, 
se practice una tiroidectomia quirûrgica (Zarrow y Col.,1964), 
cuando pesaban 40-30g. La operaciôn se realize bajo aneste- 
sia con éter y el tiroides se arranco con pinzas, una vez 
puesto al descubierto por corte en la piel y separacion de 
los museulos prelaringeos. La piel se suturo con très puntos.
Con el fin de eliminar los posibles restes de ti­
roides que hubieran podido quedar, dos dias despuês de la ope
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racion las ratas fueron inyectadas con 30 yuCi de I .
Dos dias despues de la administracion del iodo ra- 
diactivo se comenzaron las inyecciones de tiroxina. Con el 
fin de saber la cantidad exacta de solucion de tiroxina co- 
rrespondiente a cada animal, estes fueron pesados todos los 
dias.
Con el fin de que todos los animales estuvieran so 
metidos a las mismas condiciones expérimentales, los dof^  pri 
meros grupos; C y T+0, fueron inyectados diariamente con 1ml 
de solucion salina.
La tiroidectomia y el mantenlmiento de los anima* 
les la realizamos en colaboracion con el Dr. E. Montoya.
Preparaciôn de las soluciones de tiroxina:
Hemos empleado la sal disodica de la L-tiroxina 
(Sigma). La se disuelve en agua destilada con una lente- 
ja de sosa y se lleva al volumen deseado con una solucion al 
2% de plasma de rata y salino (0.8%). De esta forma prépara 
mos una solucion que contiene aproximadamente 100 yug de T^/ 
ml (lo cual se comprueba valorando el iodo quimico) y a
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partir de aqui obtenemos las soluciones de trabajo diluyendo 
siempre con salino/plasma. Hemos procurado que el volumen a 
inyectar fuera de unos 0.25ml/l00g de peso. Las soluciones
de trabajo se reparten en fracciones de unos 3m1 y se guar
dan congéladas de forma que no se descongelan hasta el dia 
de la inyecciôn.
IV- DIETAS
Todos los animales utilizados en el estudio de las 
ratas lactantes estuvieron alimentadas con el pienso habi­
tuai en nuestro laboratorio (piensos Condor), administrado 
en forma de granules, cuya composiciôn es;
Hidratos de carbono.............. 49.5%
Froteinas  ............   ..21.4%
Grasas........................ 3.0%
Sales minérales y vitaminas
Logieamente, durante la lactancia, las ratas mas 
jôvenes aqui utilizadas se alimentaban a expenses de la le­
che materna, cuya composicion calorica aproximada (Dymsza y 
Col., 1964) es:
Hidratos de carbono......... . 87»
Froteinas......................... 23%
Grasas.................   69%
Hemos de hacer notar que hacia los trece dias de 
edad las ratas empiezan a mezclar la leche con la dieta so­
lide que toma la madré y hacia los treinta dias su alimenta-
cion es prâcticamente como la de un adulto. Nosotros hemos
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comprobado este punto abriendo los estomagos de los animales 
y observando que, mientras que los estomagos de los animales 
de 3 y lo dias solo contenian leche, los de los de 20 dias
contenian la mezcla de leche y dieta solida y en los estoma
gos de los animales de 30 dias practicamente nunca encontra 
mos leche•
Los animales del segundo grupo experimental, es de 
cir las ratas hipo e hipertiroideas, estuvieron sometidas 
hasta su sacrificio a una dieta de bajo contenido en iodo de 
tipo Remington (Remington,1937; Remington y Levine, 1936). 
Esta dieta contiene 0.03-0.09yug de iodo/gramo de dieta y 
su composicion es:
Harina de maiz...... ....6kg
Gluten de trigo. ......  .2.3kg
Leva dura de cerveza........... 1kg
ClNa...........................130g
COjCa........   150g
Estos cpmponentes se mezclan y se guardan en forma 
de polvo seco. Todos los dias se mezcla la cantidad necesa- 
ria de polvo con suficiente agua desionizada y se administra 
a los animales en forma de masa.
Los animales contrôles recibieron el mismo tipo de 
dieta, pero suplementada con 1.7yug de IK/g de polvo seco.
V- SACRIFICIO
En todos los casos el sacrificio se hizo por deca­
pitation y entre las 10 y 12.30 de la mahana, con el fin de
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evitar las interferencias que podrian provocar la existencia 
de ritmos circadianos en algunos de los paramètres estudia­
dos •
VI- TOMA DE MUESTRAS
1-Sangre
Una vez sacrificados los animales, se recoge la 
sangre del cuello en recipientes conteniendo heparina seca. 
Se toman alicuotas de 0.2ml (o de 0.1ml en las ratas mas 
pequenas), colocandolas en un tubo que contiene 1.4ml (o 0.7 
ml en el segundo caso)de agua destilada. Esta sangre se uti 
liza para la desproteinizaciôn y posterior valoraciôn de glu 
cosa y cuerpos cetonicos. En el caso del grupo III-B, el res 
to de la sangre se traslada a tubos de centrifuge para la ob 
tendon del plasma en que se valora la insulina, el iodo li- 
gado a proteinas (FBI) y el TSH.
2-Higado
Inmediatamente después de que se ha abierto el ab
domen del animal, se extrae un trozo de higado que se congé
la en un vaso de precipitado que contiene nitrôgeno liquido. 
Todâ esta operacion se realize en menos de 20 segundos y se 
des car tan aquellos animales en que se ha inver tido mas tlem 
po, ya que en ellos podria haber degradaciôn de ciertos me- 
tabolitos inestables(Acetil-CoA, ac.pirûvico, etc.).
Con el peso de las dis tintas porciones congéladas 
y sin congeler calculâmes el peso total del higado.
* En el caso de las ratas lactantes un trozo del hi
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gado sin congelar, lo colocamos en un vas!to tarado conte­
niendo solucion salina para la posterior determ!nacion de la 
celularidad hepatica. Asimismo, en algunos casos, hemos toma 
do un trozo para hacer cortes histologicos y finalmente en 
otras ocasiones, hemos utilizado una porcion de higado para 
la. valoraciôn de su contenido de agua.
En el caso de los animales mas pequehos (de 3 y 10
dias), hemos tenido que utilizer dos ratas para conseguir la
cantidad de sangre e higado necesaria para nuestras valora* 
clones.
3-Hipôfisis
Una vez extraida la hipofisis, fue pesada e intro '
dueIda en un tubo que contenia 0.7ml de sacarosa al 40%,
guardandose congelada para la determinacion posterior de hor 
mona de crecimiento.
VII- VALORACIONES EN SANGRE
l-Desproteinizacion
Hemos utilizado el metodo de Somogyi (Somogyi,. 1945), 
cuyo fundamento es la precipitacion de las proteinas sangui- 
neas mediante la formacion de SO^Ba, a partir de SO^Zn y (0H)2Ba.
Como hemos dicho anteriormente (section VI-1), se 
yCpetearon 0.2ml de sangre en 1.4ml de AO. A esta mezcla se 
le anadieron 0.2ml de Ba(0H)2> 4.6% y 0.2ml. de SO^Zn, 4.6%. 
Ambas soluciones han de ser equivalences, lo cual se comprue­
ba ' anteriormente con fenoftaleina como indicador.
Se agito y se centrifugô en frio a 3000 r.p.m x 20
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min. El sobrenadante se guardô en congélador hasta el mornen 
to de la valoraciôn de la glucosa y cuerpos cetonicos,
2-Valoraciôn de glucosa
Hemos utilizado el metodo de la glucosa-oxidasa 
(Ilugget y Nixon, 1957), cuyo fundamento es: la glucosa oxi- 
dasa, en presencia de oxigeno, oxida la glucosa hasta âcido 
glucônico por las siguientes reacciones:
CIUC...-0, G:"""-»-""" , 81„c.»-S.Uct.n.>H202
Glucono-<^-lactona+H2O ------ > Acido glucônico
El acoplamiento de estas reacciones con un sistema 
uc peroxidasa-cromôgeno oxidable, nos facilita un metodo co- 
lorimetrico para la determinaciôn de glucosa. La reacciôn es 
como sigue:
cromôgeno reducido ----- ^ H«0 + cromôgeno oxidado
(colo reado)
Asi pues, en la suma de las très reacciones tene­
mos :
Glucosa + O2+ cromôgeno reducido "" ' Ac.glu-
cônico- I-cromôgeno oxidado 
(coloreado)
Por constguiente, con cantidad suficiente de cro­
môgeno reducido, glucosa oxidasa, peroxidasa y oxigeno, el 
color amarillo que aparece depende de la cantidad de gluco­
sa existante en la muestra.
A partir de una soluciôn madré de glucosa (iCûmg 
de glucosa en lOOml de acido benzoico 0.1%), se hiçieion las
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cliluciones oportunas con el fin de conseguir las concentra- 
clones: 6.25, 12.5, 25 y 30/ug de glucosa/0.1ml , que son 
los puntos que hemos utilizado para construit la curva pa­
tron.
Como reactivo hemos empleado el "Glucostat" (Wor­
thington, USA), el cual consiste en los enzimas liofilizados 
(glucosa oxidasa y peroxidasa) y el cromôgeno reducido, que 
se disuelven en 100ml con AD en el momento de la valoraciôn.
Procedimiento:
Se utilizaron alicuotas de 0.1ml del plasma des- 
' pL'oteinizado y la misma cantidad de los patrones antes cita 
dos. A todas se anadiô 0.1ml de tampôn fosfato 0.2M, pH7.4 
y '1ml del Glucostat ya diluldo. Se incubaron en un baho de 
agua a 37& durante 1 hora. Al cabo de este tiempo, la reacciôn 
se detuvo con dos gotas de CIH 2N y la densidad optica se le
yô en espectrofotômetro a 413 m/u de longitud de onda.
3-Valoraciôn de cuerpos cetônicos
Utilizamos el metodo de Bessman y Anderson (Bessman
y Anderson, 1937). Este metodo requiere la conversiôn del ace
toacetato yp-hidroxibutirato a acetona, que es la sustancia 
que valoramos.
For decarboxilaciôn térmica, en medio acido, el ace 
toacetato forma acetona. A su vez, por acciôn de un oxidante 
fuerte (el dicromato), el^-OH-butirato forma acetoacetato, 
que a su vez se decarboxila térmicamente produciendo acetona.
La acetona formada reacciona con el salicilaldehi- 
clo, en medio basico, formando un compuesto coloreado: la di-
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hidroxibenzol-acetona, Como la intensidad de color de este 
compuesto depende de la cantidad de acetona que estaba pre­
sence, disponemos asi de un metodo colorlmetrtco de valora­
ciôn.
Procedimiento;
A partir de una soluciôn de acetona bisulfito (lO 
umoles/me ), se hicieron las diluciones necesarias con AD 
para preparar la curva patrôn; los puntos utilizados has si 
do: 0.3, 0.2, 0.1 y 0.05 umoles/ml. Estos puntos se hacen 
por triplicado, junto con un "0" que contiene unicamente AD.
Empleamos sangre desproteinizada (seccion Vii-1) 
(0.25ml de sobrenadante en el caso de las ratas ayunadas y 
0.5ml en el caso de las alimentadas); llevada a un volumen 
final de 1ml con agua destilada, que es el volumen en que 
tenemos los puntos de la curva patrôn.
Muestras y patrones se digirieron durante lOmtn. a 
llOSC en baho de arena con 0.25ml de S0^H2 13.6N, en tubos 
bien cerrados.
Despues de la digestiôn los tubos de dejaron en- 
friar y cuando estaban bien frios se destaparon y se pipeteo 
en su interior, con la mayor rapidez posible, 0.25ml de di­
cromato potasico 0.4%. Esta operacion se hace con velocidad 
para evitar la perdida de acetona.
Nuevamente se digirieron a llos, esta vez durante 
30min. Una vez sacados del baho y frios, se ahadieron rapida 
mente 0.05ml, de salicilaldehido/metanol (1:1) y 1ml de KOH 
saturada.
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Al cabo de media hora de desarrollo de color, la 
reacciôn se detuvo con 0.5ml de etanol 50%.
Una vez centrifugados los tubos, la DO del sobrena
dante se leyo en un colorimetro (Coleman) a 500 myu de lon­
gitud de onda.
4-Valoraci6n de insulina
Utilizamos un radioinmunoensayo de doble anticuer 
po (Haies y Randle, 1963). Este metodo esta basado en la corn 
petencia de la insulina de la muestra que quiere valorarse 
con insulina radiactiva , por reacciôn con un anticuerpo es- 
pecifico antiinsulina. La cantidad de insulina radiactiva 
ligada al anticuerpo, varia inversamente a la concentraciôn 
de insulina fria présente en la muestra.
En este metodo de doble anticuerpo, el complejo in 
sulina-antiinsulina se hace insoluble mediante un segundo an 
ticuerpo. El precipitado se sépara de la insulina libre por 
filtraciôn y se mide la radiactividad . La concentraciôn de 
insulina de una muestra dada es referida a una curva patrôn 
preparada con insulina purificada.
Los anticuerpos utilizados han sido fabricados por 
"The Welcome Research Laboratories", en colaboraciôn con "The 
Radiochemical Center", Amershan.
La gammaglobulina antiihsulina es de cobaya trata- 
do con insulina porcina cristalizada y la antigammmaglobuli- 
na antiinsulina es de conejo.
Para disolver los distintos reactivos se utiliza­
ron los siguientes tampones:
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Tampon A; tampon fosfato monosodico (40 mM) que 
contiene albumina bovina (0.5%). El pH se ajusta a 7.4 con 
sosa.
Tampon B: ClNa 0.9% en buffer A.
Tampon C: solucion de albumina al 4% en tampon A.
Los anticuerpos,previamente titulados por la compa 
üia fabricante, se presentan mezclados con EOTA, debiendose
disolver en tampon B en el momento en que se van a utilizer.
125La insulina iodada (marcada con I ), procédé tarn 
bien del "Radiochemical Center". Esta preparada a partir de 
insulina bovina cristalina y especialmente purificada. Su po 
tencia es de 24.3 unidades internacionales/mg. Se présenta 
en un vial que contiene 5ml. Para evitar sucesivas descongc 
laciones se dividiô en 5 porciones de 1 ml. El dia del ensa 
yo una de estas porciones es diluida con 7.2ml de tampon A, .
Como patron de insulina hemos utilizado insulina 
de rata (Novo, Dinamarca). Se préparé una soluciôn de 200 juU/ 
ml que se congélô en fracciones de 1ml. El d£a del ensayo 
una de estas fracciones se diluyô con tampôn B, con la fina 
lidad de obtener los puntos 10, 20, 50 y lOOyuU/ml , con los 
que construimos nuestra curva patrôn.
Procedimiento;
Se pipetearon lOO yul del plasma problema o de uno 
de los patrones, 100 yul de tampôn B y 100 yul de la soluciôn 
que contiene los anticuerpos diluidos.
Despues de agitados, los tubos se guardaron en ne- 
vera durante seis horas. Durante este tiempo se lleva a cabo
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la formacion del complejo de los anticuerpos con la insulina
fria. Entonces se ahadieron a todos los tubos 100 pl de la
125soluciôn que contiene la insulina-I y una vez agitados, 
se dejaron de nuevo reposer en nevera durante 18 horas.
El contenido de cada tubo se filtrô al vac£o so­
bre una membrane de acetato de celulosa Oxoid, grado 0.43 y
se anadiô 1ml de tampôn C para evitar que posibles restos 
125de insuline-I que no han reaccionado con el anticuerpo, 
se queden pegados al filtro. Una vez secos los filtros, que 
contienen el precipitado insulina-anticuerpo-antigammaglobu- 
lina, se depositaron en tubos y la ^radiactividad fue con- 
tada en un contador Packard de centelleo sôlido.
5-Valoraciôi. del FBI (iodo ligado a las prote£nas 
plasmaticas)
Hemos utilizado el metodo de Benotti (Benotti y Be 
notti, 1963), que es una modificaciôn del de Zack (Zack y Col., 
1952).
Como paso previo a la valoraciôn qu£mica del iodo, 
hay que precipitar las prote£nas plasmaticas. Para ello al£- 
cuotas de 1 ml de plasma se precipitaron con 10 ml de TCA 
5% y despues de reposer durante 15 minutos, se centrifugaron 
a 2000 r.p.m x 10 min.
El sobrenadante, que contiene el iodo no ligado a 
las prote£nas, se descartô y el precipitado se lavô de nuevo 
poniendb otros 10 ml de TCA; se volviô a centrifuger y a de­
canter el sobrenadante, y el precipitado se usô para la de­
terminaciôn del iodo.
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El metodo se basa en la digestion de las muestras 
durante el tiempo necesario para destruir toda la materia or 
ganica y convertir los compuestos iodados en forma inorgâni- 
ça, en presencia de un acido muy fuerte: el âcido clôrico. 
Qurante esta digestion el iodo pasa a iodato. Este iodato pa 
sa a ioduro por la adicion de arsenito y se valora midiendo 
el poder que tlene de catalizar la decoloracion de la mezcla 
de cerico y arsenito, en presencia de ClNa. La decoloracion 
se debe al paso de la forma oxidada del cerio (amarillo), a 
ceroso (incoloro).
Los plasmas problema se analizaron al tiempo que 
una serie de soluciones patrones de lû^K. Para ello, hicimos 
las diluciones necesarias con AD, a partir de una solucion 
madré que contenia 10/ug de I/ml , obteniendo los puntos s L 
guientes: 0.02 , 0.04 y 0.06 /ug de I/ml , con los que cons­
truimos nuestra curva patron.
Procedimiento:
Tanto a los patrones como a los precipitados de los 
plasmas tratados con tricloroacetico, se les ahadieron 3 ml 
de ac.clôrico, conteniendo cromato sôdico en la concentraciôn 
de 1 mg /3 ml de âcido, El âcido clôrico se preparô hacien- 
do reaccionar clorato potâsico y acido perclôrico, conservan 
do la mezcla reaccionante durante 12 horas a -23^0, al cabo 
de las cuales se filtrô, obteniendose una concentraciôn apro 
ximada de âcido clôrico del 28%.
■ Todas las muestras y patrones se digirieron en ba­
ho de arena a 105-110^0. La digestiôn se detuvo inmediatamen
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te despues de la apariciôn dé unos cristalitos de ôxido de 
cromo. Las muestras digeridas se pasaron a temperatura am­
biante, considerândolas en condiciones para hacer con ellas 
la reacciôn.
À los digeridos se les anadiô 2 ml de AD y 1 ml 
de arsenito (esta soluciôn de arsenito se preparô con 10 mg 
de anhidrido arsenioso, 50 g de ClNa y 400 ml de SO^H^ 5N, 
hasta 2 litros con AD).
Los tubos se introdujeron en un baho de agua a 30& 
y se les ahadiô 0.5 ml de sulfato côrico-amônico (22 g de 
oO^Ce en 1 1 de S0^H2 2.5N). A los 30 min. de esta adiciôn, 
se leyeron las muestras a 420 m yu en un colorimetro Coleman.
VIII-VALORACIONES EN HIGADO
Como hemos dicho anteriormente (secciôn VI-2), se 
tomaron distintas alicuotas de higado para las diversas va- 
loraciones efectuadas. El proceso al que han sido sometidas 
estas distintas porciones puede esquematizarse de la siguien 
te forma:
A- PROCESOS EN HIGADO NO CONGELADO:
a-Determinaciôn de la celularidad 
b-Cortes histolôgicos 
c-Determinaciôn del agua
B- PROCESOS EN HIGADO CONGELADO:
a-Extracto de higado en âcido perclôrico para la 
posterior valoraciôn de Ac-CoA, âcido citrico, 
âcido piruvico y âcido lâctico.
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b-Digestion en KOH para la valoraciôn de glucôgeno 
c-Extracto en cloroformo-metanol para la purifica- 
ciôn y posterior valoraciôn de lipidos y otros 
derivados: âcidos grasos totales, âcidos grasos 
libres, fosfolipidos, ONA y protefnas.
A- PROCESOS EN HIGADO NO CONGELADO
a-Determinaciôn de la celularidad hepâtica 
Hemos hecho el contaje de nucleos celulares siguien 
do la tôcnica de Weber (Weber y Cantero» 1957), en la cual el 
numéro de nucleos celulares, para un peso conocido de higado, 
V.S contado microscopicamente después de homogenizar el teji­
do y tvdir los nucleos,
El medio de homogenizaciôn es salino y el coloran­
te utilizado es la orceina (0.325% en âcido acêtico glacial 
al* 45%). Cuando esta soluciôn de orcefna va a ser utilizada, 
se filtra dos veces por papel Whatman n*l, con el fin de eli 
minar el precipitado del colorante.
Procedimiento:
El contaje de los nucleos fue realizado por la Sta. 
Mercedes Gohi de Blâzquez.
Se pesaron de 300 a 500 mg de higado, tomando por 
clones de distintas partes del higado. Se homogenizô con 3 ml 
de salino fr£o (en homogenizador de vidrio con vâstago de te 
flôn), durante 1 min. y en fr£o.
El homogenado se transfiriô a un tubo graduado y 
se llevô a un volumen final de 10 ml con salino. Una vez bien
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mezclado, 0.25 ml del homogenado se pasaron a un segundo tu 
bo graduado en el que se ahadiô la soluciôn de orceina hasta 
un volumen de 10 ml. Se mezclô bien, con ayuda de unas boli­
tas de vidrio, con el fin de que todos los nucleos se tiheran 
y al cabo de 1 6 2 horas se llevô a cabo el contaje. Este se 
realizô colocando una alicuota de la soluciôn en una câmara 
cuentaglôbulos. El contaje se hizo en el microscopio con los 
metodos normales para contar celulas sanguineas. Con el fin 
de evitar errores se hizo por cuadriplicado y se utilizô la 
media para realizar los câlculos correspondientes,
b-Cortes histolôgicos
Se hicieron cortes de higado fresco en secciones 
de 4m/u, que fueron tehidos con eosina y hematoxilina. De dis 
tintos campos de estas preparaciones se hicieron diapositives 
que se utilizaron para contar la proporciôn de celulas mono y 
binucleadas que existia en nuestros animales expérimentales.
c-Determinaciôn del agua
Se depositô un trozo de higado fresco de unos 100- 
300 mg en un pequeho vasito de vidrio tarado previamente. Las 
muestras se colocaron en una es tufa a IIO^C y se pesaron en 
dfas sucesivos hasta que el peso fue constante dos dias se- 
guidos. En este momento se considerô que se habia evaporado 
todo el agua y con la diferencia de peso entre el higado fres 
co y el higado seco calculamos la cantidad de agua que habfa 
présente en el tejido.
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B- PROOBSOS EN HIGADO OONGELABO 
a- EXTRACTO ÛE HIGADO EN ACIDO PERCLORICO
Una parte del higado congelado en nitrogeno iiqui 
do se trituro en un mortero de porcelana frio, con nitroge­
no Iiquido, teniendo cuidado de que este no se acabase mien 
tras duro la pulverizacion. Con una espatula (tambien fria), 
se transfirio una alicuota a un vaso tarado que contenia 
CIO^H al 67o (aproximadamente en una proporcion de 3 ml /g 
de higado). El vaso con el higado se peso con el fin de co- 
nocer la cantidad exacta de higado que habiamos tomado.
El polvo de higado fue agitado en el perclorico 
con una varilla y la mezcla fue vertida en un homogenizador 
de vidrio esmerilado donde se homogenize en frio. El homoge 
nado se centrifugo a 6000 r.p.m x 40 min. en una centrifuga 
Sorvall a 4&C y una alicuota del sobrenadante, de volumen co 
nocido, se paso a un tubo graduado y se neutralize en frfo 
per adicion gota a gota de bicarbonate potasico saturado, pg 
ra precipitar los iones CIO^" en forma de CIO^ K..
Despues de reposar en hielo durante 15 minutes, se 
centrifugo a 2000 r.p.m x 10 min. a 4s y el sobrenadante se 
transfirio a un tubo limpio, guardandose en hielo para las 
valoraciones de Ac-CoA, ac.piruvico y ac.citrico, que se rea 
lizaron en el mismo dia. El reste del sobrenadante se guardo 
congelado para la posterior valoracion de ac.lactico.
a-1 Valoracion de Ac-CoA
Hemos empleado el metodo de Herrera y Freinkel 
(1967). Es un método fluorimetrice, en el que detectamos el 
cambio de fluoréscencia producido per la reduccion de NAD^a
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NÀDH. Esta basado en el acoplamiento de estas dos reacciones: 
malato dehidrogenasa 
Nalato4rNAD _ ^ Oxalacetato-t NADH+ H*
Oxalacetato + Ac-CoA  — !-t» Citrato 4- CoA
Cuando en presencia de ambos enzimas, malato y NAD, 
anadimos nuestra muestra problema que contiene Ac-CoA, este 
reacciona con el OAA para formar citrato y CoA. For tanto hay 
una disminucion de oxalacetato y como consecuencia la prime­
ra reaction,que es reversible, se desplaza hacia la derecha, 
siendo cuantitativo e^  cambio de fluorescencia producido por 
el paso de NAD a NADH.
En la valoracion de cada muestra problema se utili 
za una "standard interna" de AcCoA, que ha sido previamente 
preparada y valorada como indicamos a continuacion:
Freparamos una solucion que contiene unos lOO /umo 
les/ml que se reparte en tubitos y se guarda congélada. El 
dia del ensayo se descongelo una de estas fracciones y se va 
loro su contenido exacto en Ac-CoA por medio del enzima fos- 
fo-transacetilasa. Este enzima cataliza la transferencia de 
grupos acilo entre el fosfato y el Ac-CoA;
FosfCo.Ao-CoA COA,.0..11 fosf.to
El Ac-CoÂ tiene su maxima absorbancia a 232 m/u y
esto no sucede con el CoA, por lo que al llevarse a cabo la
reaccion se produce un descenso en la DO, que sera proporcio
nal a la cantidad de Ac-CoA présente.
Esta reaccion puede llevarse a cabo con arsênico
en vez de fosforo y en este caso existe la ventaJa de que la
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reaccion es comp letamenta irreversible, por lo que nosotros 
hemos utilizado este procedimiento, Para esta reaccion se pi 
peteo, por triplicado, en una cubeta de espectrofotometro;
1 ml de la solucion de Ac-CoA
25 ,ul de CIK 2M
25 yul de Na2HAsO^
Se leyo la densidad optica de la mezcla a 232 myu. 
Se ahadiron 5 yul de fosfo-transacetilasa (Boehringer, Img / 
ml ) y se volviô a leer otra vez la DO, hasta que a los tres 
minutos aproximadamente se ha completado la reaccion y la DO 
no desciende mas. Las DO se leyeron frente a una cubeta en 
la que en lugar de haber Ac-CoA habfa 1 ml de AD.
Con las diferencias de densidades opticas (antes 
y despues de la adicion del enzima) y conociendo el coeficien 
te de extinciôn del Ac-CoA (4,4 x 10"^ a 232 myu de longitud 
de onda), podemos calculer la cantidad exacta de myumoles que 
contiene nuestra solucion de Ac-CoA.
Procedimiento de valoracion de Ac-CoA en el tejido;
Se utilizo un fotometro-fluorimetro Eppendorf al 
que va adosado un termostato, que régula la temperature en­
tre 30 y 34sC y un registre en el que quedan senalados los 
cambios de fluorescencia.
Se mezclaron en una cubeta:
2 ml de AD
0.5 ml de NAD/malato (0.2 yumoles de malato y 0.2
yumoles de NAD en 0.5 ml de 
Tris IM pH8)
lOyul de malato dehidrogenasa (Boehringer 10 mg /ml
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0.5 ml del extracto de higado en ac.perclorico.
Una vez la cubeta en el fluorimetro, se espero a
su estabilizacion y en ese momento se ahadieron 5 yul de ci
trato sintetasa (Boehringer 5mg /ml ), mezclando con la mis 
ma micropipeta. Se espero a que la fluorescencia aumentase 
hasta llegar a un"plateau" y una vez acabada esta reaccion, 
se ahadieron 25yul de la "standard interna" de Ac-CoA valo 
rada previamente, se espero hasta alcanzar un nuevo "plateau" 
y se volvieron a ahadir otros 25yul de Ac-CoA.
Comparando el cambio de £luorescencia debido a la
adicion de la "standard" conocida, con el producido por nues 
tra muestra problema, podemos calculer la cantidad de Ac-CoA 
presente en esta ultima.
a-2 Valoracion de acido oiruvico v acido citrico
Hemos utilizado un método enzimatico (Moellering y 
Gruber, 1966), que esta basado en las siguientes reacciones:
citrato liasa 
Citrato — ' ■  ..........> OAA 4- ace ta to
lactato dehidrogenasa +
Piruvato-k NADH      - '— -- -   Lactato4- NAD
Lo primero que valoramos es el acido piruvico por 
medio de la LDH: el NADH pasa a NAD , lo que se traduce en 
una disminucion de la DO (a 366 myu), que sera proporcional 
a la caniidad-de piruvico presente.
Una vez terminada esta reaccion valoramos el aci-
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do citrico anadiendo CL, la cual en presencia de cantidades
suficientes de MDH y NADH, produce el paso NADH ►NAD que,
como en el caso anterior, estara relacionado con la cantidad 
de citrico presente.
Procedimiento:
En una cubeta de espectrofotometro Eppendorf mezcla
mos :
0.75 ml de buffer de trietanolamina O.lM pH7.6 
5 /ul de Cl^Zn 0.03M 
5 yul de MDH,(Boehringer 10 mg /ml )
25 /ul de NADH O.OlM
Se mezclô y se leyo la DO: E^ a 366 m/u contra un 
blanco de AD,
Se ahadieron 10 /ul de LDH, se mezclô y se espero 
a que la DO llegara al "plateau": £2*
Se ahadieron 10/ul de CL y se espero a un nuevo 
•^plateau", que se consigue a los 6 6 7 minutos y se anotô es 
ta ultima DO: E^.
La diferencia £^-£2 représenta el cambio de DO de 
bida al acido piruvico y la diferencia E^-E^ la debida al aci 
do citrico.
Las concentraciones de ambos metabolitos se calcu 
laron de la siguiente forma:
( E i - E ? )  X V
/umoles de ac.piruvico/ml de muestra» .-----------
/umoles de ac.citrico/ml de muestra:
K X 10" X d X V 
(Sg-Eg) X V
R % d K V
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Donde;
V=volumen contenido en la cubeta
K=coeficiente de extinciôn del NADH(3,3 x 10“  ^a 366 m/u) 
d=paso de luz de la cubeta (usamos cubetas de 1mm de paso de
luz)
v=volumen de la muestra,
a-3 Valoracion de acido lâctico 
Hemos utilizado el método de Hohorst (1963), basa 
do en la siguiente reaccion:
lactato dehidrogenasa 
Lactato + NAD ^ Piruvato+ NADH4- H"*'
Como esta reaccion esta desplazada hacia la izquier 
da, hay que eliminar el piruvato que se esta formando a par­
tir del lactico que estamos valorando, lo cual se consigue en 
presencia,de hidrazina con lo que se forma piruvato hidrazo- 
na. Para ayudar a la captura de los protones liberados, la re 
accion se hace en un medio muy basico.
Procedimiento:
Se mezclaron en una cubeta de espectrofotometro: 
1,25 ml de tampon hidrazina-glicina-EDTA pH9.5 (0.4M hidra­
zina, IM glicina, 0.2% EDTA)
25/ul NAD^0.05N
100yul del extracto de higado en ac.perclorico
Se leyo la DO a 366 myu y se ahadieron 10 /ul de 
LDH.. La densidad optica aumenta lentamente a medida que se 
forma NADH, hasta que al final la reaccion llega a un "pla­
teau", El ppoceso suele durar al menos media hora. La canti-
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dad de acido lactico en la muestra se calcula lo mismo que 
en el caso de los âcidos piruvico y citrico, en funciôn de 
las diferencias del cambio de DO, utilizando la misma fôrmu 
la.
b- PROCESO DEL HIGADO EN KOH; VALORACION DEL GLUCOGENO
Alicuotas de higado congelado (50-200 mg ) se di- 
girieron en KOH al 30%, en bano maria a lOOs durante 30-45 
min. Estos digeridos se utilizaron para la pufificaciôn del 
glucogeno hepâtico por el método de Good y Col. (1933).
El glucogeno despuês de la digestion se purifica 
mediante precipitaciôn con alcohol. A continuacion se hldro- 
liza en medio acido y se valora la glucosa producida (noso- 
tros utilizamos el método de la glucosa oxidasa).
Procedimiento;
Al digerido de higado en potasa se ahadieron 2.5 
ml de etanol absolute y para favorecer la precipitaciôn 
del glucogeno se guardo durante un dia en congelador a 
- 242, Pasado este tiempo, se centrifugo en frio a 3000 
r.p.m. X 10 min. y se descàrtô el sobrenadante. El preci- 
pitado de glucogeno se resuspendiô en 1 ml de AD y se aha 
dieron otros 2.5 ml de alcohol. Se guardo al menos otra 
noche en congelador y se volviô a centrifugar y descartar 
el sobrenadante. Se ahadiô 1 ml de SO4H2 5N y se hidrolizô 
el glucogeno durante 2 hr. a IOO2 al baho maria.
El hidrolizado se nuetralizô con NaOH en presen, 
cia de fenoftaleina alcohôlica como indicador y se llevô a
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un VO lumen final de 10 ml.
Cuando los animales estaban alimentados se diluyô 
el neutralizado 1:10 y de aqui se tomaron 0.1 ml. para la v& 
loraciôn de la glucosa. Cuando los animales estaban ayunados 
se utilizaron 0.2 ml para la valoracion de glucosa (secc.
VII-2) del neutralizado sin diluir.
Los datos de glucosa obtenidos se multiplicaron 
por 0.9 para corregir la pérdida de agua de la molécula de 
glucogeno.
c - PRÛCESO DEL HIGADO EN CLOROFORMO-METANOL
A partir de otra alicuota de higado congelado se 
extraen y purifican los lipides por el método de Folch y 
Col. (1957).
El tejido (50-150 mg ), se homogenizo en clorofor 
mo-metanol (2:1) y se centrifugo a SOOür.p.m. x 10 min. El 
sobrenadante se paso a un tubo graduado y el precipitado se 
lavo dos veces con fracciones de 3 ml de cloroformo-metano1. 
La mezcla de sobrenadantes se llevo a 10 ml con cloroformo- 
metanol.
Posteriormente se purificaron los lipides separan 
doles de otras sustancias también solubles en clore forme-me, 
tanol. Para elle se ahadieron 2 ml de AD, se agité y cen­
trifugé, apareciendo dos fases: la superior formada por una 
mezcla de metanol y agua que contiene sustancias hidrosolu- 
Gles como sales minérales, aminoacidos etc. y la inferior 
formada por cloroformo, que no es soluble en agua, y que
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contiene todos los lipidos. Se éliminé la fase superior y se 
volvié a ahadir metanol hasta 10 ml para restablecer las 
proporciones, Se repitiô dos veces mas el lavado, pero es­
tas veces se utilizaron 2 ml de salino (0.9%) en vez de AD 
para restaurer la fuerza ionica. Despues de eliminar la ul­
tima fase superior, el extracto se llevé finalmente a 10 ml 
con metanol. Este es el extracto purificado de lipidos a 
partir del cual valoramos acidos grasos libres, acidos gra­
des saponificables y fosfolipidos.
El precipitado de higado que quedé en las prime­
ras centrifugaciones lo utilizamos para la valoracién de 
proteinas y DNA. Para ello se llevé a sequedad en baho de 
agua de 40-, bajo corriente de nitrégeno y se digirié duran 
te 18 hr a 37s en 2.5 ml de NaOH IN; del digerido tomamos 
2 ml para la valoracién de DNA y 25/ul por duplicado para 
la valoracién de proteinas, como veremos posteriormente,
c-1 Valoracién de acidos grasos libres v acidos 
grasos totales por el método de Ho v Mène
Como paso previo a la valoracion de acidos grasos 
totales, se llevé a cabo la saponificacién para hacer que 
los acidos grasos que estaban esterificados pasasen a ac^ 
dos grasos libres, que es lo que valoramos en el método.
Saponificacién:
2.5 ml de extracto purificado de los lipidos 
(extracto de Folch) se llevaron a sequedad a 40& bajo co­
rriente de nitrégeno. Una vez secos los tubos conteniendo
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los lipidos, se pipetearon 2 ml de KOH IN en etanol al 95% 
y la saponificacién se llevé a cabo en baho de agua a IGO^C 
durante 2 hr. Durante la saponificacién, segun se iba evapo 
rando el solvente utilizado, se ahadié alcohol 95% con el 
fin de lograr que los tubos no quedasen nunca secos.
Una vez acabada la saponificacién, se acidificé < 
con 2 ml de SO4H2 1.5N para transformar las sales potâsicas 
de los acidos grasos en âcidos grasos libres. Los âcidos 
grasos se extrajeron en 5 ml. de heptano por agitacién y 
posterior centrifugacién. De la fase de heptano conteniendo 
los lipidos, se tomaron 0.25 ml para la valoracién de los 
âcidos grasos.
Valoracién:
El método (Ho y Meng, 1969) se basa en la capacidad
del cobalto para formar un complejo con los âcidos grasos.
Este método utiliza cobalto radiactivo en forma 
de ^^Co(N03)2i aprovechando la gran penetracién de este is& 
topo as£ como su larga vida media. '
La gran ventaJa de este método reside en que, a 
diferencia de lo que sucede en otros, los fosfolipidos no in 
terfieren en el ensayo, y en su gran sensibilidad, ya que pue
de valorarse de 0.1 a 200 nanomoles.
El complejo cobalto-âcido graso es insoluble en he& 
tano solo, pero soluble en una mezcla de cloroformo/heptano, 
por lo que en las condiciones de este ensayo el complejo apa 
rece en la fase orgânica. de la cual puede tomarse una ali- 
cuota para contar la radiactividad ,
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Para el buen funcionamiento de este método la acti, 
vidad especifica del Co ha de ser alta, la radiactividad to 
tal baja y la cantidad molar de nitrato de cobalto tan baja 
como 2.5 por la cantidad de acidos grasos esperada.
A partir de una solucion de acido palmitico de 2 
yumoles/ml en heptano se hicieron lasdiluciones necesarias 
a fin de conseguir las concentraciones para construir una 
curva patron; los puntos utilizados fueron 1, 5, 10, 25, 50, 
100 y 200 nmoles/0.25 ml. Contra esta curva patron fueron 
leidas las muestras problema.
Procedimiento:
Se préparé una solucién de Co(N03)2 (2mM de Co(N03)
y 0.8 ml de acético glacial, se llevan a 100 ml con S04Na2
saturado), que se mezclé con trietanolamina y solucién satu 
rada de SO4K2 en las proporciones 250 yul, 25 /ul y 225 yul, 
respectivamente. A esta mezcla se ahadié el isétopo: 5 /ul de 
60co(N03)2(5/uCi).
Se pipetearon en un tubo con tapén 50 yul de esta
mezcla de reaccién, 500 /ul de cloroformo-heptano (4:1) y
250yul de los patrones o de las muestras. Para la valora­
cién de acidos grasos libres se utilizaron 250 |ul del ex­
tracto purificado de ifpidos y para la de los acidos gra­
sos totales de la fase de heptano en que estan présentes 
los lipidos tras la saponificacién.
. Una vez bien mezclado se centrifugé a 2000 r.p.m.
X 20 min a fin de ayudar a la buena separacién de las fases.
se tomô una alicuota ûe 0.5 ml de la fase orgânica y se con,
to la radiactividad en un contador Packard.
c-2 Valoracion de los âcidos grasos totales por el 
Método de Duncombe
Como habiamos indicado anteriormente, los âcidos
grasos esterificados se transformaron en âcidos grasos libres
por medio de la saponificacién (c-1) y seguidamente se proce 
dié a su valoracién por el metodo de Duncombe (1963). Este 
método estâ basado en la capacidad de los âcidos grasos li­
bres de formar una sal de cobre al hacerlos reaccionar con 
el nitrato de cobre. La sal de cobre, al reaccionar con el 
dietilditiocarbamato forma un complejo coloreado (amarillo) 
soluble en cloroformo. La intensidad de color es funcién de 
la concentracién inicial de los âcidos grasos que han reac- 
cionado con el cobre, lo que utilizamos para su determinacién 
cuantitativa. Este método es sensible y lineal para valores 
de 0.025-0.3/umoles de âcidos grasos libres.
A partir de una solucién madré de âcido palmitico 
(1yumol/ml.), en cloroformo, se hicieron las diluciones ne­
cesarias con dicho solvente para conseguir las concentracio. 
nés 0.025, 0.075, 0.1, 0.2 y 0.3/umoles/ml. Contra esta cur 
va patrén fueron leid,: s las mues tras problema.
Procedimierco;
La saponificacién se llevé a cabo, como hemos des. 
crito anteriormente (seccién. VIII - B, c-2) a partir de 5 
ml del extracto purificado de los lipidos (extracto de
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Folch). Todo el heptano con el que se extrajeron los acidos 
grasos fue llevado a sequedad bajo corriente de nitrogeno. 
Los acidos grasos fueron resuspendidos en 3 ml de cloro­
formo, de los cuales utilizamos 0.1 ml para la valoracion..
En el mismo dia del ensayo se prepare el "reacti­
ve de cobre", que consta de Cu(N03)2 6.457», acido acético 
IM y trietonalomina IM en la proporcion 20/2/18 ml.
À las muestras y a los patrones, suspendidas en la 
misma cantidad de cloroformo (3 ml ), se les ahadio 3 ml del 
eactivo de cobre. Cada tubo se agité 3 veces durante 30 sg. 
Los tubos fueron centrifugados, después de la agitacién, a 
1000 r.p.m. X 10 min. La fase superior fue descartada y de 
la de cloroformo (la inferior) se tomaron 2 ml que se tras, 
pasaron a un nuevo tubo donde se hicieron reaccionar con 0.5 
ml de una solucién de dietilditiocarbamato (0.1% en sec. 
butanol redestilado). El color aparece inmediatamente y la 
DO fue le£da a 440 myu en un espectrofotometro Beckman DU.
c-3 Valoracién del fosforo de fosfol£pidos
Hemos utilizado el método de Fiske y Subbarow, 
1925). El fosforo de los fosfol£pidos présentes en el ex­
tracto de Folch, se convierte en fosforo inorganico median 
te la digestion con un acido fuerte (acido perclorico). En 
medio acido, el fosforo inorganico reacciona con el molib- 
dato aménico formando fosfomolibdato. Este compuesto, en 
presencia de un agente reductor, se convierte en molibdeno 
que tiene color azul y es determinado colorimétricamente.
/
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Como agente reductor utilizamos el acido 1-2-4 ami 
no-naftol-sulfonico de la casa Technicon Chemical Co (formu 
la AR-24-58), que contiene; 150 g de bisulfito sodico, 5 g
de sulfito sodico anhidro y 2.5 g de ANSA.
Para la elaboration de la curva patron utilizamos 
PO4H3. Partimos de una solution madré que contiene I mg^ dé 
fosforo inorgânico/ml , a partir de la cual tomamos 5, 12,5, 
25, 50 y 100yug, que son los puntos utilizados para construir 
la curva patron.
Procedimiento:
Una alicuota de 2 ml del extracto purificado de
los ifpidos fue llevada a sequedad a 402 bajo corriente de
nitrogeno. A los tubos conteniendo el extracto de lipidos 
seco, se les pipeteo 1 ml de CLO4H 72% y se digirieron en 
baho de arena a 2502 durante el tiempo necesario para conse 
gulr la décoloration de las muestras. Junto con estas se d^ 
girieron también los patrones, al fin de igualar al maximo 
las condiciones del ensayo.
Una vez acabada la digestion se ahadieron unos 5 
ml de AD y 0.5 ml .de molibdato amonico al 0.5%. Los tubôs 
se agltaron y se ahadio entonces 1 ml de ANSA. Se llevaron
a un volumen final de 10 ml , se mezclaron nuevamente y se
' -
espero 30 min. para el desarrollo del color. Al cabo de es­
te tiempo se leyo la DO a 660 myu en un colorimetro tipo Cg, 
leman.
- 6 4 “
c-4 Valoracion de Proteinas
Hemos utilizado el metodo de Lowry (Lowry y Col, 
1951), El fundamento de esta técnica es el siguiente: al 
hacer reaccionar una solucion de proteinas con un reactivo 
alcalino de cobre se forma un complejo cobre-proteina. Es­
te complejo se coloca en presencia del reactivo Folin-Cio- 
calteau (âcido fosfotungstânico y fosfomolibdato), El fos­
fomolibdato se reduce a molibdeno por el complejo cobre- 
proteina para dar un color azul, cuando el medio es bâsi- 
co,
Como patron utilizamos albumina bovina (Sigma),
Se prépara una solucion de 10 mg /ml de albumina en AD y 
a partir de aqui hacemos las diluciones necesarias con AD 
para conseguir las concentraciones 50, 100, 200, 300, 400 
y 500yug de proteina/ml. Con estos puntos eleboramos la 
curva patron frente a la cual leemos las muestras,
Procedimiento:
Como hemos dicho anteriormente (secc. VI, B-c),
L proteinas del higado las valoramos a partir del preci­
pitado que résulta de la homogenizacion y posterior centri, 
fugacion de la alicuota de higado que estaba en cloroformo- 
metanol.
El precipitado se llevo a sequedad bajo corriente 
de nitrogeno y se digiriô con 2.5 ml de NaOH IN a 37& du­
rante 18 hr. Del digerido Se tomaron 25 yul, por duplicado, 
para la valoracion. Se ahadio 1 ml de AD a cada muestra y
- 65 -
a los patrones 25 /ul de NaOH IN, con el fin de igualar las 
condiciones. En muestras y patrones se pipetearon 5 ml de 
la solucion alcalina de cobre que consta de 50 ml de 
C03Na2 al 2% en AD y 1 ml de SO4CU.5H2O al 0.5% en tartra­
to sodica-potasico al 1%. Una vez mezclados, se ahadieron 
0.5 ml del reactivo de Folin diluido 1:1 con AD. Se espero 
media hora para el desarrollo del color y se leyo la DO a 
500 y 700 myu.
c-5 Valoracion del fosforo del DNA
Para la precipitaciôn y purificaciôn del DNA utili 
zamos el método de Schmitd y Tannhauser (1945).
En el precipitado del higado procédante de la ali. 
cuota homogenizada en cloroformo-metanol estan présentes tres 
tipos de compuestos que contienen fosforo: el DNA, el RNA y 
las fosfoproteinas. Tras la digestion en sosa, de la forma 
descrita (secc. VI, B-c), los dos ultimos compuestos se solu. 
bilizan por hidrolisis parcial mientras que el DNA queda in 
tacto. Posteriormente, el DNA se aisla por precipitaciôn en 
acido perclorico. Si este precipitado se hidroliza en medio 
muy acido, el fosforo que se libéra procédera exclusivamente 
del DNA. Este fosforo se valora como hemos visto anteriormen 
te (c-3), por el mê:odo de Fiske y Subbarow.
Procedimiento:
Del digerido en NaOH IN tomamos una alicouta de 2 
ml precipitândose el DNA con 5 ml de CIO4H 20%. Se dejô 
sentar 10 min., se centrifugé a 3000 r.p.m. x 10 min. y se
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descàrtô el sobrenadante, El precipitado se resuspendiô en 
5 ml de CIO4H 10% y se volviô a repetir la misma opération. 
Este ultimo precipitado se digiriô en baho de are 
na a 250^0 en 1 ml de CIO4H 72%. El fosforo liberado se 
valorô exactamente igual que en el caso de los fosfolipidos 
7 la curva patron utilizada fue también la misma.
IX - GLUGONEOGSNESIS Y FORMAGION PS LIPIDOS "IN VIVO" A PAR­
TIR DE PIRUVATO
Estos experimentos fueron realizados unicamente en 
el caso de los animales lactantes y ratas adultas contrôles 
(secc. III, A).
Con el fin de estudiar la formation "in vivo" de 
glucosa en sangre y glucogeno y lipidos en higado, los ani­
males fueron inyectados con piruvato radiactivo y decapitg, 
dos a distintos tiempos, como veremos mas adelante.
El piruvato radiactivo , en forma de piruvato sô- 
dico-3-C^^, proviens de la casa Amhersan (Inglaterra) y se 
présenta en viales de 30/uCi. Su actividad especifica es de 
21 mCi/mmol.
Este piruvato se disolviô en AD el mismo dia del 
experimento; si sobrô parte, se guardo en congelador a - 24& 
y se utilizô lo antes posible, con el fin de evitar que el 
piruvico se degradase debido a su gran inestabilidad,
Los animales expérimentales de todos los grupos 
(secc. III, A), l'ieron divididos en dos subgrupos;
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T - Los que fueron inyectados con piruvato : radiac 
tivo en concentration traza.
V
s - Los que ' recibieron piruvato radiactivo 4- piru 
vato frio, es decir, piruvato en cantidad sustrato con el 
fin de eliminar las diferencias que pueden existir en el 
"pool" endôgeno de dicho metabolito.
Los animales de ambos subgrupos fueron sacrificados 
a los 10 y 30 min, despues de la inyecciôn.
1 - INYECCIONES
a - Animales de 5 dias
,5 dias_T: Recibieron 1 yuCi de piruvato-3-C^^ en un 
volumen de 0,1 ml. Para ello 50 yuCi de piruvato-3-C^^ fueron 
disueltos en 1 ml de AD, De aqui se tomaron 0.02 ml (es de. 
cir 1 yuCi), que fueron completados hasta 0,1 ml con 0.08 ml 
de solution salina isotônica 0.9%,
5. dias__S : Recibieron 1 yuCi de piruvato-3-C^^ y 
0,03 mmoles de piruvato frio, sal sôdica (Sigma) en un volu 
men de 0,1 ml. Para ello se tomaron 0,02 ml del piruvato 
radiactivo disuelto en 1 ml de AD y se completaron hasta 
0,1 ml con 0,08 ml de una solucion de piruvato frio conte 
niendo 330 mg en 8 ml de AD,
Las ratas fueron inyectadas subcutâneamente en el 
dorso ton una micro-jeringa Hamilton de 0.1 ml. La aguja se 
hizo penetrar desde la zona cervical a la caudal,a fin de 
evitar que el liquide saliese por el orificio dejado por la 
aguja.
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b - Animales de 10 dias
iO_di,a£ T: Recibieron 1,5 yuCi de piruvato-3 - en 
un volumen de 0.1 ml. Para ello se disolvieron 50 yuCi de pi, 
ruvato-3-C^^ en 0,67 ml de AD, De aqui se tomaron 0,02 ml 
(1.5 yuCi), que fueron completados hasta 0.1 ml con 0.08 ml 
de salino,
j.0__d^ a2 S,; Recibieron 1,5 yuCi de piruvato-3-C^^ y 
0.045 mmoles de piruvato sodico frio en un volumen de 0.1 
ml. Para ello se tomaron 0,02 ml del piruvato radiactivo 
y se llevô a 0.1 ml con 0.08ml de piruvato sôdico (495 mg, 
en 8 ml de AD), La inyecciôn se llevô a cabo como en el ca. 
50 de los animales de 5 dias,
c - Animales de 20 dias
2,0_d£a£ T: Recibieron 3 yuCi de piruvato-3 - en 
un volumen de 0.3 ml 50yuCi del piruvato radiactivo se di, 
luyeron en 1 ml de AD. de aqui se tomaron 0.06 ml (3yuCi) 
que fueron llevadps hasta 0.3 ml con 0.24 ml de salino.
2,0_.d£as, S.: Recibieron 3 yuCi de piruvato-3-C^^ y 
0.09 mmoles de piruvato frfo en un volumen de 0.3 ml.
Se tomaron 0.06 ml del piruvato radiactivo 
(3 yüCi) y se completô hasta 0,3 ml con 0.24 ml de piru­
vato sôdico frio (330 mg en 8 ml de AD).
Como los animales son ya lo suficientemente gran­
des, fueron inyectados intraperitonealmente con una jeringa 
de tuberculina de 1 ml.
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. d - Animales de 30 dias 
Fueron inyectados con las mismas cantidades y de 
la misma forma que los animales de 20 dias. 
e - Animales adultos
Adultp^ T: Recibieron 5 yuCi de piruvato-3-C^^ en 
un volumen de 0.5 ml. Se di luyeron 50 yuCi de piruvato-3-C^^ 
en 1 ml de AD, de aquf se tomaron 0.1 ml (5 yuCi), que se
llevaron a 0.5 ml con 0.4 ml de solucion salina.
Adul^ tos. Recibieron 5 yuCi del piruvato-3-C^^ y 
0.5 mmoles de piruvato frio en un volumen de 0.5 ml.
Se tomaron 0.1 ml del piruvato radiactivo y se 
completô hasta 0.5 ml con 0.4 ml de una soluciôn de piru
vato sôdico (687.5 mg en 5 ml de AD).
Las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente 
con una jeringa de tuberculina de 1 ml.
2 - TOMA DE MUESTRAS
Los animales fueron sacrificados por decapitaciôn 
y la sangre se recogiô del cuello en recipientes contenien­
do heparina seca. De ahi se pipetearon 10yul en un vial de
radiactividad (o de contaje), al que se le ahadieron 0.5 
ml de AD.
Otra alicuota de 0.1 ml se pipeteô en un tubo de
pico, enfriado en hielo, que contenia 0.7 ml de AD para la
posterior desproteinizaciôn. En el caso de los animales de 
30 dias y las contrôles adultas se pipetearon 0.2 ml de 




Inmediatamente después de sangrado el animal, se 
auriô el abdomen y  una porciôn de h£gado se congelé en un 
vaso que conten£a nitrogeno l£quido no transcurriendo nun­
ca mas de 20 sg,
Una al£cuota del h£gado congelado se peso y se in. 
trodujo en un vialillo que conten£a 0.9 ml de KOH 30%.
Otra al£cuota se introdujo, una vez pesada, en un 
vialillo que conten£a aproximadamente 2 ml de cloroformo-me. 
tanol 2:1.
3 - INCORPORACION DE RADIACTIVIDAD A LA SANGRE TOTAL
A los viales de radiactividad conteniendo 10yul 
de sangre dilulda con AD, se les ahadieron 10 ml de liqui­
de de centelleo de muestras solubles en agua (ver composi- 
ciôn mas adelante. Secc. IX - 8) y fueron contados en un 
contador Nuclear Chicago de centelleo, de radiacionesp.
Con el fin de corregir el "quenching" debido a la 
coloracion de la sangre, la radiactividad de cada vial se 
conté dos veces, una normalmente, y otra con una "standard" 
L'cterna de bario que posee el contador. La radiactividad , 
de la muestra se corrigio por la "inhibition" en la standard 
de* bario.
/'
Los resultados fueron expresados en el % de la r& 
diactividad administrada en 100 yul de sangre.
Con el fin de conocer exactamente la rad'iactivi­
dad administrada a cada animal, hemos preparado siempre nayor 
cantidad de la solucion que inyectamos. Una alicuota de 50 yul
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de esta soluciôn la diluimos 200 veces con AD. De aqui se pi 
petearon 23 yul por triplicado, se ahadiô AD hasta 0.3 ml 
y 10 ml de liquido de centelleo para muestras solubles en 
agua. Estos patrones fueron contados junto con las muestras 
de sangre y en iguales condiciones que estas.
4 - PORMACION DE GLUCOSA-C^^EN PLASMA
Con el fin de diferenciar la radiactividad que 
aparece en el plasma en forma de glucosa-C^^ de la que apa­
rece en forma de otros compuestos marcados (piruvico que no 
ha sido utilizado, âcido lâctico, etc.), el plasma fue pasa 
do a través de microcolumnas de résinas cambiadoras de iones, 
que retienen estos metabolitos y dejan pasar la glucosa que 
no estâ cargada (Herrera, Knopp y Freinkel, 1969).
Las résinas utilizadas han sido Duolita A-4 
(Diamond Alkali Company) y Dowex 1 x 2-400 (J.T.Boker Chemi. 
cal Co.). .
El Dowex se présenta en forma H y es utilizado 
para retener los caüones. Se lava con ADD dos veces antes de 
ser utilizado.
La Duolita se activa como veremos seguidamente, 
con el fin de que quede en forma de OH y encargarse asi de 
retener los aniones.
Activaciôn de la Duolita
Unos 50 ml de résina se colocaron en una probeta 
y se lavaron 4 veces con 200 ml de ADD. Una vez eliminada 




sosa se eliminaron con 4 lavados con 200 ml de ADD, Se aha 
dieron 200 ml de CIH 2N durante 10 min. Se elimino el CIH 
y se volviô a pasar agua, como antes se habia hecho con la 
sosa. Nuevamente se repitiô toda la operaciôn anteriormente 
descrita y por ultima vez se ahadiô NaOH 1.5N durante 10 min. 
Finalmente, se lavô repetidas veces con ADD hasta conseguir 
la neutralidad. De esta manerala Duolita quedô activada en 
forma OH .
Preoaracion de las microcolumnas
Como columnas se utilizaron jeringas de tuberculi. 
na de 1 ml. Estas jeringas tienen unos 10 cm de largo y 1 
cm de diametro. En. el fondo de la columna se introdujo un 
poco de lana de vidrio para evitar que se escapasen las ré­
sinas por el orificio de la jeringa, mientras que el eluyen. 
te pasa libremente.
Hasta la marca de 0.3 ml la jeringa se llena con 
Duolita acompahada de ADD, con el fin de que la résina no que 
de seca nunca; hasta la marca de 0.7 ml se va empaquetando 
cl Dowex y de ahi a la marca de 1 ml se pone nuevamente Dug 
lita. En ningun momento la columna debe quedar seca.
En el caso de,los animales de 5, 10 y 20 d£as se ' 
pasô por la columna una alicuota de 0.5 ml. de sobrenadante 
de plasma desproteinizado y se lavô con ADD hasta un volumen 
final de e lui do de 2 ml. Para ello, el eluyente de la colum 
ma, desde el momento en que se aplicô la muestra, se reco­
giô en un tubo graduado.
En les animales de 30 d£as y adultos se pasô 1 ml
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del sobrenadante del plasma desproteinizado y, como en el ca 
so anterior, el eluyente se llevo hasta 2 ml , lavando la co 
lumna con ADD.
De todos los eluidos se pipetearon 0.5 ml en un 
vial al que se ahadieron 10 ml. de iiquido de centelleo para 
muestras solubles en agua. La radiactividad se conto en un 
contador de centelleo Nuclear Chicago, Junto con las standards 
correspondientes (secc. IX - 3).
Pruebas de recuoeracion
Con el fin de probar la eficiencia de las columnas 
se hicieron diverses pruebas. En primer lugar se pasaron di- 
versas alicuotas de una cantidad conocida de glucosa-1-C^^ y 
todos los casos se recupero en el eluido del 97 al 101% 
de la radiactividad aplicada. En segundo lugar se pasaron 
pqr la columna sustancias disociables, tales como alanina- 
-U-C^^, lactato-l-C^^ y piruvato-3-C^^. Estos tres compues, 
tos quedaron retenidos por las résinas ya que nunca se reçu 
pero mas de un 0.1-0.3% de la radiactividad total.
Como podian haberse formado, a partir de la inyeg 
ciôn de piruvato-3-C^^, otros productos radiactïvos que al 
circular por la sangre y no ser disociables (como por ej. 
el glicerol), podrian pasar por la columna igual que la glu 
cosa, se determine su posible contribution a la radiactivi­
dad de las columnas.
Para ello se incubaron los sluidos del plasma, de 
animales inyectados con pirûvico-C^^, con hexokinasa,y glu- 
cosa-6-fosfato dehidrogenasa en presencia de AT? y TPN,
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transformândose asl la glucosa en 6-fosfo-gluconolactona y 
âcido 6-fosfo-gluc6nicô, que deben quedar retenidos por la 
columna. Los incubados se pasaron por nuevas columnas y so- 
lamente se recupero en el segundo eluido un 0.1% de la ra­
diactividad présente en el primero. Estos resultados permi. 
ten afirmar que el unico compuesto marcado y sin carga que 
aparece en el plasma en cantidad apreciable es la glucosa-C^^ 
y, por tanto, la radiactividad total de los eluidos de las 
columnas es una exprèsion de la cantidad de glucosa formada.
Exprèsion de los resultados
El porcentaje de la radiactividadi en forma de glu 
cosa marcada se calculé en funciôn del "espacio de glucosa". 
En el caso de los animales adultos, hemos considerado que 
este parâmetro represents un 30% del peso corporal, basândg 
nos en los datos Baker y Col. (1962). En los animales lac- 
tantes, hemos calculado el "espacio de glucosa" extrapolan- 
do los valores obtenidos por Vernon y Walker (1972 a) para 
animales de 2, 10 y 30 dias de edad, de forma que hemos cori 
siderado que dicho parâmetro en los animales de 5 dias es 
del 60%, en los de 20 del 40% y en los de 10 y 30 dias, Los 
obtenidos por dichos autores (43 y 37% del peso corporal, 
respectivamente).
El câlculo del porcentaje de la radiactividad • se 
realizô de la forma siguiente:
Por ciento de la radiactividad administrada en forma de glu 
cosa-C^4 9
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espacio de glucosa (ml) x glucosa-C^^ en plasma (cpm/ml)
*  1 0 0  X  ................................. ............. .................. ■ ■■    " —  """
radiactividad I administrada (cpm)
Valoracion de glucosa fria
Se utilizaron O.I ml de plasma desproteinizado pa
ra la estimacion de glucosa per el metodo de la glucosa oxi-
dasa, como ha sido descrito anteriormente (secc, VII - 2),
Actividad especifica
Se expresa en cpm/mg. La actividad especifica se ha 
calculado asumiendo que la radiactividad administrada era 
igual a 1 X 10  ^ cpm en todos los casos.
5 - FORHACION DE GLUCOGENO-C^^ EN HIGADO
La porcion de higado en KOH 30% se digirio en baho
maria y el glucogeno se purifico como hemos indicado ante­
riormente (secc. VIII - B, b),
Los precipitados de glucogeno se hidrolizaron a 
loose con 0.5 ml (o 1 ml en los procédantes de ratas adul­
tes) de SO4H2 5N durante 2 hr. y se llevaron a un volumen de 
2 ml con AD.
Se conto la radiactividad de una alicuota de 0.5 ml 
del hidrolizado âcido con 10 ml de liquido de centelleo pa­
ra muestras solubles en agua. Como en algunas ocasiones los 
viales de radiactividad presentaban turbidez, fueron conta- 
dos junto con la standard externa de bario para corregir el 
"quenching".
Exprèsion de los resultados 
Por ciento de la radiactividad administrada en forma de glu
76
côgeno-C^^ =
peso del higado(gr ) x glucosa-C^^ en higado(cpm/gr )
100 X
radiactividad administrada(cpm)
Valoracion de glucoeeno frlo
1 ml del hidrolizado âcido del glucogeno purifica 
do se neutralize con sosa en presencia de fenoftaleina como 
indicador y se valoro la glucosa de esta solucion por el me­
todo de la glucosa oxidasa (secc. VII - 2).
Actividad especifica
Lo mismo que en el caso de la glucosa se expreso 
en cpm/mg y tambien aqui asumimos que la radiactividad ad 
ministrada era igual a 1 x 10  ^cpm.
6 - GLÜCONEOGENESIS TOTAL
Se câlculo en funcion de la suma de los porcientos 
de la radiactividad administrada convertida a glucosa y glu 
cogeno.
7 - FORMACION DE LIPIDOS-C^^ EN HIGADO
Los llpidos se extrajeron y purificaron a partir de 
la allcuota de higado en cloroformo-metanol, por el metodo de 
Folch y Col. (1957), como hemos descrito anteriormente (secc. 
VIII - B, c).
4 ml del extracto de lipidos fueron llevados a se- 
quedad a 40s bajo corriente de nitrogeno en viales de radiai 
tividad. Se contaron con 5 ml de liquido de centelleo de'li­
pidos (ver composicion posteriorrnente, en la secc. IX - 8).
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La radiactividad représenta los lipidos totales-C^^ forma- 
dos.
Los resultados se exprèsaron como: % de la radiac 
tividad administrada en forma de lipidos totales/100 mg de 
higado.
Una alicuota de 5.5. ml del extracto de lipidos 
se llevo a sequedad bajo corriente de nitrogeno y se saponi^ 
fico con KOH en etanol, como hemos descrito anteriormente 
(secc. VIII - B, c-1). Una vez acidificado el saponificado, 
los âcidos grasos se extrajeron con heptano. La fase de heg, 
tano se paso entera a un vial que fue llevado a sequedad a 
40s bajo corriente de nitrogeno. La radiactividad se conto 
como en el caso de los lipidos totales con 5 ml de liquido 
de centelleo de lipidos y los resultados se expresaron de la 
misma forma.
La diferencia de ambos calcules represents el gli- 
cerol de glicéridos formado a partir del piruvato radiacti- 
vo .
8 - COMPOSICION DE LOS LIQUIDOS DE CENTELLEO
Ya que las radiaciones emitidas por la desintegra­
tion del C^4 jjo tienen energia para atravesar el vidrio del 
vial empleado para contar la radiactividad > hay que trans­
former esta energia en otra que por su longitud de onda sea 
capaz de atravesar el vidrio. Para eàto utilizamos los liqui, 
dos de centelleo que constan de un solvente capaz de captar
78
la energia procédante de las desintegraciones del y de 
un soiuto que recoge la energia y la transforma en otra.de
tipo luminico que si atraviesa la pared del vial.
La composicion de los liquidos de centelleo es di£ 
tinta segûn el tipo de muestra utilizada; nosotros utilizamos 
liquidos de centelleo de dos tipos:
" ^n^agua:
1 g de PP0(2-5 difenil-oxazol)
10 g de PG?0?(2,2-p-fenil bis(5-fenil oxazol))
16 g de naftaleno
Se disuelven en 200 ml de xileno/dioxano/etanol 95% 
(5/5/3)
- Liquidp_de centelleo 2ara_lrpldos ;
Se prépara primero una 'Solucion concentrada: 40 g 
de PPO u 0.5 g de POFOP, que se disuelven con tolueno ha^ 
ta un volumen final de 1 1.
A partir de esta solucion se prépara otra mas di- 
luida de la siguiente forma;
75 ml de la solucion concentrada
90 ml de metanol
585 ml de tolueno libre de o_ua
Esta solucion es el liquido de centelleo de llpi­
dos que utilizamos, se debe guardar en botella oscura y 
atmosfera inerte, lo cual se consigue burbujeando con ni­
trogeno durante media hora.
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X - VALORACIONES EN HIPOFISIS; DETERMINAGION PS LA HORMONA 
DEL'CRECIMIENTO
La hipofisis que se guardo congeLada en 0.7 ml de 
sacarosa al 40% (secc. VI - 3), se homogeno en el momento 
de la valoracion de la GH. Esta hormona se valoro por elec, 
troforesis en gel de poliacrilamida por la tecnica de Esco­
bar del Rey y Col. (1968) . Las bandas de proteinas aso'ciadas 
con la GH y la albumina se identificaron basandonos en los 
hallazgos de Lewis y Col. (1965) y Jones y Col. (1965), pa­
ra ratas.
Para la preparacion de los geles se utilizaron las 
siguientes soluciones;
Solucion A; Se mezclaron 48 ml de CIH IN, 36.6 g 
de Tris y 0.46 ml de N,N,N',N'- Tetrametiletilenodiamina y 
se llevo has ta 100 ml con AD. pH 8.9.
Solucion B: Se me^claron 30 g de acrilamida, 0.8 
g de N,N'- metilenobisacrilamida y 15 mg de ferricianuro 
potâsico, que se llevaron con AD. hasta 100 ml.
Solucion C: Persulfato amonico 0.14%
Procedimiento;
Se preparô una mezcla con 2 ml de solucion A, 4 
ml de solucion B, 8 ml de solucion C y 2 ml de AD. Se a g i  
to ligeramente y con esta mezcla se llenaron cilindros de vi, 
drio de unos 6 cm de altura, que se habian cerrado por uno 
de los extremes con papel parafinado. Se ahadieron cuidadosa 
mente unas gotas de agua para que el nivel superior del meni£ 
CO quede piano y evitar la retraccion de la superficie del
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gel.
Se dejaron reposar durante unas horas para que se 
produjera la polimerizacion y una vez terminada esta se eli^ 
mino el agua afiadida a la superficie y el papel parafinado 
del otro extremo.
Los tubos se colocaron en el aparato de electrofo 
'Gsis de modo que quedasen perpendiculares, para*evitar que 
las bandas aparezcan inclinadas. En el bano inferior del ap£ 
rato se puso tampon Tris-glicina pH 8.3 (6 g de tris y 28,8 
g de glicina, hasta un litro de AD.), diluido 1:10 y en el 
superior se ahadieron unas gotas de una solucion de azul de 
bromofenol 0.001% al tampon anterior.
\
Se pipetearon 0.2 ml de 1 homogenado de hipofisis , 
con micropipeta*, a través del tampon del recipiente superior, 
dejandolo resbalar cuidadosamente por las paredes del tubo y 
procurando no dahar la superficie del gel.
El aparato de electroforesis se conectô à la fuente 
de alimentacion aplicando una intensidad de 4 mA por tubo. 
Una vez terminada la electroforesis, los geles se tiheron du 
rante très o.cuatro minutes con una solucion saturada de am_i 
do negro en metanol-agua-acético (5/5/1). Se lavaron con 
agua destilada y se pusieron a decolorar con la mezcla meta 
nol-agua-acético, esta mezcla fija el colorante a las prote£ 
nas y lo élimina de las partes del gel en que estas no exi^ 
ten, Cuando la mayoria del colorante ha sido lavado, los ge 
les se colocaron durante varios dias en âcido acetico al 2% 
que termina la decoloracion.
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La densidad de las bandas fue medida en un micro- 
densitômetro, determinândose el valbr del ârea del pico co- 
rrespondiente a la GH y a la albumina. Los resultados se ex 
presaron como la relacion entre estas dos proteinas,
XI - CALCULOS ESTAPISTICOS
Los datos de cada grupo experimental los présenta 
mos como media t error standard. La exprèsion matemâtica del 
error standard es:
varianza
e.s = \ /
n(n-l)
Ponde :
varianza - (x-x)^ = ^  x^ - x ^ x ,  siendo x la media de los
datos y X el valor de cada dato.
n = numéro de datos del grupo experimental
A veces, en un grupo, aparecen uno o dos datos que
se alejan mue ho de valortnedio. Para saber si estos datos d_e
n
ben despreciarse aplicamos el test del En unas tablas 
determinamos el valor del ^ en funcion del numéro de datos 
que parece que se salen del grupo y despreciamos los datos 
que sean mayores o menores que:
(d.s)2 = xt  ^ donde d.s. re­





Si con el test de se sale algun dato se vuelven 
a repetir los câlculos de la media y el e.s. despreciando esos 
datos.
El problema que se nos présenta siempre es el de 
decidir si la diferencia entre los datos medios de dos grupos 
expérimentales distintos se deben simplemente a la variedad 
biologica o si la diferencia es estadisticamente significatif 
va. Para ello., aplicamos el test "t" de "Student", segun el 
cual siendo x e y la.media de los dos grüpos:
X  - ÿ  
t = ---------
e.s.d.
Cuando el numéro de datos individuales es dis tinto 
en ambos grupos expérimentales el.e.s.d. (error standard de 
la diferencia). tiene la siguiente e'xpresiôn matemâtica:
e,s.d. =
1 1 \ £  (x-x)^+£(ÿ-y)^
ni ng/ n2 - 2
Cuando ambos grupos tienen el mismo numéro de da­
tos (n% = n2 ):
e.s.d. =»
£ (x-x)2+ £  (ÿ-y)2
n(n-l)
En funcion de "t" y mediante las tablas de Student, 
calculâmes la "p". La "p" nos indica la probabilidad de que 
la diferencia entre las médias de los dos grupos se deba o 
no a la casualidad.
“ 8 3 “
En los experimentos de tipo biol6gico.se considéra 
le cuando p > 0,05 la diferencia entre los dos grupos no es 
significative y cuando p ^ 0.05 se considéra que la diferen- 
ci-a es estadisticamente significative (la probabilidad de 
que los dos grupos expérimentales corresponde a poblacio«- 
nes dis tintas es del 95% o mayor).

R E S U L T A D O S
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A- LACTANGIA Y KETABOLISMQ INTERNEDIARIO
Con el fin de sstudiar las interrelaciones hidra- 
tos de carbono-grasas durante el periodo de la lactancia se 
utilizaron animales de 5, 10, 20 y 30 dias, alimentadas y 
tras un ayuno de 24 hr, que se compararon con ratas hem- 
bras, vlgenes, adultas (ver secc. III-A de Materiales y Me- 
todos), consideradas como contrôles.
1- PESO DEL CUERPO Y DEL HIGADO
El peso del cuerpo va aumentando gradùalmente 
durante el periodo de la lactancia. Como se puede observer 
en la fig. 2 la pendiente de la curva de peso es menor de 
los 10 a los 20 dias que de los 3,a los 10 y aumenta mucho 
de los 20 a los 30 dias de edad.
El peso del higado aumenta tambien a lo largo de 
todo el periodo indicado (fig. 2) pero esto no ocurre de 
una manera completamente paralela al peso corporal, ya que 
el aumento de tamaho del higado de los 5 a los 10 dias es 
proporcionalmente menor que el del cuerpo durante ese mismo 
espacio de tiempo.
Tras el ayuno de 24 horas el peso del higado dis- 
minuye en todos los grupos estudiados(fig.3), La maxima 
iisminucion porcentual se présenta en los animales de 5 dias 
(37%), a los 10 y 20 dias la disminucion es algo menor (31%), 
mientras que en los animales mayores estudiados(30 dias y 
adultos) esta disminucion es considerablemente menor (14 y 
19%). .
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Con el.fin de observer estos fenomenos mas clara- 
mente, hemos calculado la relacion higado/100 g de peso 
corporal (fig.3). Esta relacion es significativamente mas 
baja (p< 0.05) en los animales de 5 dias que en los adultos 
y esto se acentua aun mas en los animales de 10 dias en los 
que el valor higado/lOO g de peso es minimo, siendo la di­
ferencia con los contrôles aun mas significative (p< O.OOl), 
Estos resultados confirman los descritos por otros autores • 
(Vernon y Walker, 1968). En los animales.de 20 y 30 dias 
esta relacion no difiere dé la que presentan los contrôles.
Tras las 24 horas de ayuno la relacion higado/lOO 
g de peso corporal disminuye en todos los grupos, como en 
el caso de los animales alimentados este paramétré es sig­
nif icativamente mas bajo en los grupos de 5 y 10 dias que 
en el grupo control e igual a este en los de 20 y 30 dias.
2- CELULARIDAD DEL HIGADO
Debido a los cambios en el peso del higado, nos 
intereso estudiar la calularidad del mismo. Uno de los pa­
ramétrés estudiados con el fin de conocer los cambios en la 
celularidad hepatica a lo largo de la lactancia fue la con- 
con tracion del fosfore de DNA.
El P-DNA expresado por gramo de higado es maxime 
en los animales mas jôvenes (5 dias) y va disminuyehdo 
progrèsivamente con la edad hasta los 30 dias, en que ya no 
hay diferencias con respecte a los contrôles (fig.4).
Cuando los animales se sometén al ayuno este para-
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metro aumenta significativamente en todos los grupos estudia­
dos, como se ha visto en otras ocasiones (Herrera y Freinkel, 
1968; Herrera y Col.,.1969)
Si el DNA se expresa en funcion del higado total 
(fig.5), se puede observar que hay un aumento progrèsivo 
con la edad. Despues de 24 horas de ayuno se mantiene en el 
mismo nivel que cuando estaban alimentadas en las ratas adul- 
iae y las de 5, 20 y 30 dias, como en otras ocasiones 
(Herrera y Freinkel, 1968; Herrera y Col., 1969), Sin.embar­
go, la concentracion de DNA/higado disminuye con el ayuno 
en las de 10 dias.
En gran numéro de ocasiones se utilize como uni- 
co indice de celularidad la concentracion de DNA. Sin em­
bargo, debido a los drasticos cambios en la composicion del 
hepatocito, que ocurren durante la lactancia, considérâmes 
necesario el determiner el numéro de células, para obtener 
una evidencia directa de su celularidad. Como indice del nu 
mero de celulas se contaron los nucleos del higado. Como 
podia caber la posibilidad de que hubiera variaciones en la 
proportion de celulas mono y binucleadas en las distintas 
edades, se examinaron certes histologicos de todos los gru­
pos expérimentales, t^nto alimentdos como ayunados, con el 
fin de ver el percentage existante de celulas binucleadas.
Se contaron un minimo de 400 celulas por grupo y se pudo 
observar que el porcentaje de celulas binucleadas era simi 
lar en todos los grupos, variando so lamente de un 8,5 a un 
13 %. Considérâmes pues que el contaje dé los nucleos es
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un indice valide de celularidad en nuéstras condiciones ex­
périmentales,
Cuando los nucleos se expresan por gramo de hi­
gado (fig.6), se encuentra una figura similar, aunque no
completamente paralela, a la del P-DNA. Los animales de 5 
dias tienen el mayor numéro de nucleos/g de higado de to­
dos los grupos, lo mismo que sucedia con el DNA. El numé­
ro de nucleos/g disminuye de los 5 a los 10 dias pero a 
pesar de ello continua siendo significativamènte mas alto 
que en los contrôles, igual que ocurre en los animales de 
20 y 30 dias. Los datos de DNA y numéro de nucleos sugie- 
ren, pues, que el tamaho de las celulas es mas pequeho en 
los animales jovenes que en los.. adultos. Tras 24 horas de 
ayuno en numéro de nucleos aumenta, cuando se expresa por
gramo de tejido, aunque este aumento no llega a tener sig­
nif icacion estadistica en los animales de 5 dias.
Al calculer los nucleos-jiigado total (fig.7),
se observa que no hay variation de los 5 a los lO dias, de
los 10 a los 20 hay un gran aumento que es proporcionalmen 
te mayor que el que existe entre los 20 y 30 dias y entre 
los 30 dias y adultos,
Tras las 24 h. de ayuno el numéro de nucleos por
higado total continua al mismo nivel que cuando los animales
estaban alimentados en todos los grupos.
Asi pues, el contenido de DNA/nueleo es similar 
en todas las ratas jovenes excepto en los animales de 10 dias 
en que es mas alto, sugiriendo una activation del proceso
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EFECTO DE 2* HORAS DE AYUNO EN EL NUMERO DE NUCLEOS HEPATICOS 
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de division celular (Vendrely, 1955). También en las ratas 
de lo dias, la concentracion de DNA/nucleo desciende con el 
ayvino lo que no sucede en los detnas grupos, lo que sugeriria 
una cierta degradacion célular en los hepatocitos de estos 
animales.
3- COMPOSICION DSL HIGADO
Debido al efecto de la edad y el ayuno sobre el
numéro y tamano celular, los resultados se expresan en dos
formas: por gramo de tejido fresco y por nueleo.
La cantidad de agua présente en un gramo de higa­
do es similar en los animales de 5, 20, 30 dias y adultos, 
mientras que es . significativamènte mas alta (p 4. O.OOl) en 
los animales de 10 dias (fig.8). El ayuno no produce varia­
tion en el porcentaje de agua en los animales de 5, 20, 30 
dias y adultos, pero hay una pequeha disminucion (p< 0.05) 
en los animales de 10 dias, a pesar de la cual este valor 
sigue siendo superior al de los animales contrôles.
.Cuando se calcula la cantidad de agua por nûcleo
(fig.9), se ve que hay un aumento de los 5 a los lO dias,
una pequeha bajada de los 10 a los 20 y luego hay un incre- 
mento de los 20 a los 30 dias y de 16s animales de esta 
edad a los adultos.
Con el ayuno este paramétré disminuye significa­
tivamente en todos los grupos, lo que lôgicamente contribui- 
ra a la disminucion del tamaho de los hepatocitos con el ayu 
no.
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La concentracion de proteinas, expresada por gra­
mo de higado, no difiere en ninguno de los grupos estudia- 
dos tanto alimentados como ayunados (fig.lO).
Cuando se calcula la cantidad de proteinas/nueleo 
sucede algo similar a lo que sucedia con el agua; hay un 
aumento de los 5 a los 10 dias para disminuir a los 20 dias 
y aumentar después gradùalmente hasta los animales adultos. 
Tras las 24 h. de ayuno no hay cambio en ninguno de los 
grupos expérimentales salvo en los animales de 10 dias, en 
los que hay una disminucion significative (p< O.Ol)(fig.11).
La concentracion de fosforo de fosfolipidos/g 
(fig.12), es similar en todos los grupos alimentados, exceg 
to en los animales de 20 dias en que es mas alta (p< 0.05 
frente a los contrôles), Cuando los animales estan ayunados 
la diferencia aparece en los animales de 10 dias.
Calculando los fosfolipidos/nucleo (fig.13), vol- 
vemos a observar el mismo fenomeno que en el agua y las 
proteinas, aumento de los 5 a los 10 dias, disminucion de 
10 a 20 y elevacion de los 20 a los 30 y de los 30 dias a 
los adultos..
Con el ayuno no varia la concentracion de protei­
nas en los animales contrôles ni en los de 5 y 30 dias, pe­
ro hay una disminucion en los de 10 y 20 dias.
Todos estos resultados apoyan fuertemente la idea 
de que el decimo dia de edad en la rata es un momento en el 
que se presentan grandes alteraciones en el desarrollo del 
higado, lo que les obliga a una maxima degradacion celular 
con el ayuno.
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Como indices del metabolismo graso e hidrocarbona- 
do hemos valorado la concentracion hepatica de glucogeno y 
la de acidos grasos totales y libres.
El glucogeno (fig4.14) es significativamènte mas 
bajo en los animales de 5 y 10 d£as (p 4 0.001 y P < 0.01 res- 
pectivamente) que en los animales contrôles, lo que confir­
ma los resultados obtenidos por otros autores en la rata 
y otras especiea animales a las pocas horas del nacimiento 
(Avdalovic y Col., 1970; Kornfeld y Brown, 1962; Ballard 
y Oliver, 1963). A los 20 y 30 dias los niveles de glucoge­
no han aumentado, de forma que la diferencia con los anima­
les adultos no llega a ser significativaé Tras las 24 horas 
de ayuno los niveles de glucogeno disminuyen en todos los 
grupos (p< O.OOl). Los animales de 5 y 10 dias presentan 
una concentracion de glucogeno cuando estan ayunados que 
no difiere de los animales adultos; sin embargo, la bajada 
de glucogeno es mucho menor en los animales de 20 y 30 dias 
que en los adultos, siendo por tanto significativamènte mas 
altos los niveles en estos dos grupos (pc O.OOl).
Los acidos grasos totales son significativamènte 
mas altos en los animales de 5, 20 y 30 dias que en los adul 
tos cuando estan alimentados (fig.15). Cuando se someten al 
ayuno los âcidos grasos aumentan mucho* en los animales con­
trôles (p^ O.OOl), como sucede normalmente, y hay tambien 
una elevacion aunque menor (p4 0.05) en los animales de 30 
dias, como consecuencia de una elevada movilizacion de los 
depositos perifericos de grasas. Sin embargo, los niveles
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hepâticos de ac, grasos totales no difieren de Los alimenta- 
dosen los animales de 5 y 10 dias y aun llegan a disminuir 
con el ayuno en los animales de 2 0 dias de edad.
La concentracion hepâtica de ac. grasos libres es­
ta mas elevada en los animales de 5 y 10 dias que en los ani 
maies adultos (fig.16), cuando estan alimentados. La respues 
ta al ayuno en los animales jovenes es tambien anômala en 
este paramétré, ya que mientras el grupo control présenta 
niveles mas altos de^  acidos grasos libres que cuando estaban 
alimentados (p 4. 0.05), el resto de los grupos mantienen el 
mismo nivel que entonces.
La diferencia entre los acidos grasos totales y 
los libres représenta los acidos grasos esterificados, que 
siguen practicamente el mismo modelo que los acidos grasos 
totales, (fig.l7).
4- METABOLXTOS PLASMATICOS
La concentracion de cuerpos cetonicos circulantes 
es significativamente superior en los animales de 5, 10 y 
2 0 dias que en los contrôles (fig.18), lo que confirma 
otros datos de la literature (Lockwood y Bailey, 1971; Dra- 
hota y Col., 1964; Page y Col, 1971). Estos datos, junto 
con los elevados niveles de ac. grasos hepâticos encontra- 
dos por nosotros en las ratas jovenes, demuestran la abun- 
dancia de lipidos en estos animales.
No existen datos en la literature sobre las alte- 
raciones que aparecen, en estos parametros, en lâs ratas
-  1 0 1  -
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EFECTO DE 24 HORAS DE AYUNO EN E l  NIVEL DE CUERPOS CETONICOS 
EN SANDRE DE RATAS LACTANTES Y ADULTAS (A )
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1,1 ctantes con el ayuno. Nosotros hemos encontrado que en es­
t a s  condiciones los cuerpos cetonicos aumentan significati- 
v a m o n t e  en todos los grupos, pero este aumento es aun mayor 
e n  todas las ratas jovenes que en las adultas, por lo que 
aimentan mas las diferencias con este grupo.
Los niveles de glucosa plasmatica (fig.19) son 
a 1 ;o mas bajos (p< 0.05) en las ratas de 5 dias que en las 
adultas; a los 10 dias desaparece esta diferencia, mientras 
;iie a  los 2 0 dias de edad los animales presentan unos nivè**, 
lea tie glucosa circulante mas altos que los contrôles (p< 
u . u i ) ,  volviendose a igualar con estos ultimos a los 30 
oiaa de edad.
Despues de las 24 boras de ayuno la glucosa baja 
o n  los animales contrôles; este descenso se présenta tam- 
tJici) en los animales de 5, 10 y 30 dias, pero en ellos la 
b.ijada es menor. Este fenômeno se acentûa aun mas en los 
animales de 2 0 dias en los que la glucemia, tras el ayuno, 
pormanece al mismo nivel que cuando estaban alimentados y 
por tanto la diferencia con los contrôles es muy grande.
5- ESTADO ESTACIONARIO DE METABOLITOS REGULADORES EN EL HI 
GADO
La concentracion de Ac-CoA en higado es similar 
en los animales de 5, 10,30 dias y contrôles (fig,20), y 
mas baja (P< O.OOl) en los de 20 dias, cuando estân alimen­
tados.
Con el ayuno el Acetil-CoA aumenta en todos los 
;;ru|)os, pero el mayor aumento corresponde a los contrôles,
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apareciendo diferencias significatives en los animales de 
5, 10 y 20 dias (p< O.OOl) y en los de 30 dias (p< 0.05) 
respecto a las ratas adultas.
Los niveles de acido citrico no son diferentes 
en ninguno de los grupos estudiados cuando los animales es­
tân alimentados (fig.21). Sin embargo, la respuesta al ayu­
no es muy dis tinta. En los animales contrôles los niveles 
hepâticos de citrato disminuyen con el ayuno (p<O.Ol), 
como se ha visto en otras ocasiones (Herrera y Freinkel, 
1968; Herrera y Col., 1969); los animales de 30 d£as se 
comportan tambien normalmente, disminuyendo sus niveles de 
citrico. Sin embargo, los animales de 20 dias mantienen la 
misma concentracion hepâtica de citrico que cuando estaban 
alimentados y en contra de lo que ocurre en los adultos, en 
los animales de 3 y 10 dias, el ayuno produce una elevaciôn 
significative de este paramètre.
Los niveles de ac. piruvico (fig.22) no difieren 
con respecto a los contrôles en ninguno de los grupos, cuan 
do estân alimentados. Lo mismo que en el caso del âcido ci­
trico, las diferencias aparecen tras el ayuno. Mientras que 
los contrôles se comportan como normalmente (Williamson y 
Col., 1967), disminuyendo sus niveles de piruvico (p<O.Ol), 
los animales Jovenes conseryan los mismos niveles que cuan­
do estaban alimentados, apareciendo en todos los casos di­
ferencias' significativas con respecto a los adultos,
El âcido lâctico (fig.23) es significativamente. 
mâs alto en los animales de todos los grupos jovenes estudia
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dos que en los contrôles, tanto cuando estân alimentados co­
mo cuando estân ayunados.
La relaciôn lâctico/piruvico nos indica la de 
NAÛH/NAD que existe en el citoplasma (Williamson y Col., 
1967), por lo que es aun mâs interesante que ambos parâme- 
tros por separado. Esta relation es mâs alta en los animales 
jovenes que en los adultos (fig,24), aunque esta diferencia 
tiene signification estadistica solamente en los animales 
de 5 y 30 dias, debido posiblemente a la gran dispersion de 
los datos, Con el ayuno la relation NADH/NAD se eleva en los 
animales adultos y de 10 dias, como ocurre normalmente, per- 
maneciendo en los demas grupos en los mismos niveles que 
cuando estaban alimentados,
6- GLUCÛNEOGENESIS “IN VIVO"
Con el proposito de estudiar la actividad gluco- 
neogenetica “in vivo" de los animales lactantes, las ratas 
correspondientes a cada edad y estado alimenticio se divi- 
dieron en dos subgrupos, a uno de los cuales se le inyectô 
ac. piruvico-3-C^^ en concentracion traza y al otro âcido 
piruvico en concentration sustrato. Las cantidades absolu- 
tas de piiruvico administradas fueron elegidas en funcion 
ciel peso de los animales (para mâs .detalles ver section 
IX-1 de Materiales y Metodos).
a- Radiactividad total en sandre
Los resultados correspondientes al porcentaje de - 
radiactividad por unidad de volumen de sangre, en funcion
-  1 1 0  -
de las c.p.m. inyectadas a tiempo’*0“ (100%) se resumen en 
las figuras 25 a .29, Como era de esperar, la cantidad de ra 
diactividad que aparece en 100yul de sangre disminuye a 
medida que aumenta la edad de los animales debido al incre- 
mento del volumen corporal y sanguineo. Esta misma explica­
tion es valida para justificar el aumento de este paramètre 
que se observa con el ayuno en todos los grupos. Es intere­
sante hacer notar que en los animales de todas las edades, 
la cantidad de radiactividad en sangre no varia de los 10 
a los 30 min, de la inyecciôn del trazador, Aunque no se 
presentan datos, debido al pequeno numéro de animales ensa- 
yados, hemos de indicar que en los sacrificados a les 60 
min, de la inyecciôn tampoco existe un aumento de esv;e pa­
ramétré, Estos resultados demuestran que ya a los 10 min, 
de la inyecciôn, la absorciôn del piruvico radiactivo ha 
sido total,
1 A
b- Formation de elucosa-C
La cantidad de glucosa-C^^ formada a distintos 
tiempos de la administration del piruvico-C^^, expresada en 
funcion de la cantidad de radiactividad inyectada y corre- 
gida por el peso corporal y el espacio de glucosa (section 
IX-4 de Materiales y Metodos), se représenta en las fig,30 
a 34,
En los animales de 5 dias de edad, la cantidad 
de glucosa-C^^ formada aumenta con el tiempo del expérimen­
te (fig,30), Cuando el piruvico se ha inyectado en concen- 
traciones traza, puede observarse que el ayuno ha originado
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un aumento significative (p< 0,001) de la formation de glu- 
cosa-C^^ a los 30 min, de la inyecciôn. La administration 
de cantidades sustrato del piruvato hace desaparecer estas 
diferencias, e incluse hay una tendencia a que en las ratas 
en ayunas se produzca menos glucosa-C^^ que en lâs alimen- 
tadas, Estos resultados indican que el aumento de la forma­
tion de glucosa cuando el precursor sa administraba en can­
tidad traza no se debia a un aumento de gluconeogenesis, si- 
no simplemente a diferencias en la concentracion endôgena 
de metabolites fries.
Resultados similares a los anteriores aparecen en 
las ratas de 10 dias de edad (fig, 31),
En los animales de 20 dias no se présenta un aumcn 
te significative de la formation de glucosa-C^^ ni'siquiera 
cuando el piruvico se habia administrade en cantidades tra­
za (fig.32),
Los resultados son muy distintos en las ratas de 
30 d i a s e n  las que la formaciôn de glucosa-C^^ aparece aumen 
tada con el ayuno, tanto en concentraciones traza como sus­
trato del trazador, lo cual demuestra que en estos animales, 
a diferencia de los mâs jovenes, el ayuno desencadena una 
verdadera activation de la formaciôn de glucosa,
Muy similares son los resultados que se presentan 
en los contrôles adultos, donde, como se ha demostrado en 
otras ocasiones (Herrera y Col,, 1969), el ayuno origina un 
aumento significative de la sintesis de glucosa, el cual se 
observa tanto en concentraciones traza como sustrato del tra 
zador (fig.34),
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Comparando los resultados obtenidbs en los distin­
tos grupos, puede observarse que la cantidad de glucosa-C^^ 
formada es mayor en los animales jovenes que en los adultos 
cuando estân alimentados. Tras el ayuno disminuyen estas di 
ferencias, aunque no llegan a desaparecer, debido a la fal- 
ta de activacion gluconeogenetica en los animales mâs jo­
venes .
c- Formacion de gluc6geno-C^^
El porcentaje de radiactividad administrada con- 
vertida a glucogeno hepâtico, en los animales de 5 dias de 
eda^, no cambia con el ayuno en ninguna de las condiciones 
expérimentales estudiadas (fig.30), lo mismo sucede en los 
animales de 10 dias (fig,31), Sin embargo, en los animales 
de 20 dias de edad, el ayuno origina un aumento significa­
tive de la incorporation de piruvico-C^^ (administrado tan­
to en concentraciones traza como sustrato), a glucogeno he­
pâtico, este aumento es mâs intense a los 30 que a los 10 
min, de la inyecciôn (fig,32). Resultados similares se pre­
sentan en los animales de 30 dias (fig,33) y en los adultos 
(fig,34), aunque en estos ultimos las diferencias entre ani 
males comidos y ayunados tienen unicamente signification es 
tadistica a los 30 min,
Comparando los distintos grupos de animales jo­
venes con los contrôles adultos se observa, que en condicio­
nes de alimentaciôn, el unico grupo que présenta una mayor 
formaciôn de glucôgeno-C^^ es el de las ratas de 20 dias 
mientras que, en los demâs grupos dicho parâmetro no difiere
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con respecto a Los adultos.
Tras el ayuno, la cantidad de glucogeno-G^^ hepâ­
tico sintetizado es menor en los animales de 5 y lû dias que 
en los contrôles, mientras que esta significativamente aumen- 
tada con respecto a dicho grupo en los de 20 y 30 dias.
d- Gluconeogenesis total
El porcentaje de piruvico-C^^ incorporado a gluco- 
sa circulante mâs el incorporado a glucogeno en el higado 
constituye la mayor parte de la glucosa sintetizada a partir 
de dicho precursor, por lo que utilizamos este parâmetro co­
mo indice de la gluconeogenesis total del animal.
, Los resultados de la gluconeogenesis se resumen 
en la tabla 1. El ayuno produce una activacion de dicho pa­
râmetro en los animales de 3 y 10 dias solamente cuando el 
piruvico-C^^ se administra en cantidades traza, lo que su-‘ 
giere que en estos animales no hay verdadera activacion de 
gluconeogenesis con el ayuno. Cualitativamente los resulta­
dos obtenidos en los animales de 20 dias son muy similares 
a los de 5 y 10 dias aunque, a diferencia de los dos grupos 
anteriores, el ayuno produce un aumento de gluconeogenesis 
que en su mayor parte se debe al de la formaciôn de glucôge- 
norC^^ como vimos anteriormente.
Comparando con los resultados obtenidos en los 
adultos, la gluconeogenesis estâ aumentada en los animales 
de 5, 10 y 20 dias en las dos condiciones expérimentales 
(concentracion traza y sustrato de piruvico), cuando los 
animales estân alimentados. Estas diferencias disminuyen,
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T A B L A I
# 14Gluconeogenesis "in vivo" a partir de piruvato-C en anima­
les lactantes y adultos.
Traza
10 min. 30 min.
Sustrato
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p indica la significatividad entre los animales alimen.ados 
y ayunados.
Los asteriscos indican la significatividad frente a los ani­
males adultos. ( * = p 4.05,**= p4.0l,»*Jf= p<.ÛOl>.
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aunque no Llegan a anularse, tras el ayuno debido a La mayor 
activacion de gluconeogenesis que ocurre en los animales adul 
tos en esta situaciôn.
La respuesta al ayuno obtenida en las ratas de 30 
dias es similar a la que presentan los contrôles. La gluco­
neogenesis en las primeras continua siendo, sin embargo, su­
perior a la de las segundas,
e- Actividad especifica de glucosa y elucoeeno
Con la finalidad de obtener otra vision de los re­
sultados anteriormente presentados, hemos considerado inte­
resante determiner la actividad especifica de la glucosa-C 
y glucôgeno-C^^ formados a partir del piruvato-C^^ inyecta­
do. Para ello hemos valorado las concentraciones de gluco­
se plasmâtica y glucogeno hepâtico en todos los grupos es­
tudiados. Ambos parârretros son similares a los obtenidos en 
experimentos anteriores en estos animales y lo que mâs nos 
interesa resaltar aqu£ es que la administracion de cantida­
des sustrato de piruvico no ha afectado de forma significa­
tive Los niveles de dichos metabolites con relaciôn a los ob- 
tenidos en los animales inyectados con concentracion traza 
de piruvico, como se puede observer en las fig. 35 a 44.
La actividad especifica de la glucose en sangre 
aumenta con el ayuno en los animales de todas las edades 
estudiadas (fig.45 a 49). Este parâmetro es mâximo a los 5 
dias y va disminuyendo progrèsivamente con la edad siendo 
estadisticamente significative la diferencia de todos los
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grupos de animales jovenes con respecte a les adultes, tan­
te alimentades cerne en ayunas y cendicienes traza e sustra- 
te.
Al igual que ecurre cen la actividad especifica 
de la glucesa en sangre, la actividad especifica del gluc6* 
gene hepatice es maxima en les animales de 5 dias y va dis- 
minuyende cen la edad, (fig,50 a 54). El ayune produce un 
gran aumente de este paramétré en tedes les grupes ceme se 
ha demestrade en etras cendicienes expérimentales (Herrera 
y Gel., 1969) .
7- LIPOGENESIS "IN VIVO"
Cen la finalidad de relacienar les resultades de 
la gluceneegenesis cen la fermacion de lipides en les ani­
males de distintas edades, en el misme expérimente descri- 
te en el apartade anterior, hemes determinade la jradiacti- 
vidad incerperada a lipides tetales-C^^ e identjlficade la 
que se encuentra en ferma de glicerel de les glicerides.
La fermacion de lipides totales hepatices es su­
perior, en general, en las ratas lac tantes que en las adul- 
tas (fig.55 a 59).
Es interesante censiderar la distribuciôn de la 
radiactividad en les lipides de les dis tintes grupes . En 
les animales lactantes alimentades el glicerel de les gli­
cerides censtituye la mayor parte de la radiactividad to­
tal de les lipides hepatices (tabla 2): mas de un 94% en 
les de 5 dias, del 95% en les de 10 dias y del 97% en les 
de 20 dias; mientras que en les contrôles adultes este per
-  -
T A B L A 2
Formacion de glicerol de glicéridos-C^^ a partir de piruvato-G'*'^ 
çn ratas lactantes y adultas (Ad).
Traza
10 min. 30 min.
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p indica la significatividad entre las ratas alimentadas y ayuna 
das. Los asteriscos indican la significatividad frente a las ra­
tas adultas ( * = p <,.05,** = p c .01,*** * p < .001).
El porcentaje que aparece al lado de cada resultado indica el % 
de la radiactividad de les lipidos totales que esta en la frac- 
ciôn del glicerol de los glicéridos.
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centaje es mucho mas bajo (menos del 51%, fig,6C). En las 
ratas de 30 dias•encontramos una situacion intermedia (del 
70 al 95%).
En los animales lactantes ayunados continua apa- 
raciendo la casi totalidad de la radiactividad de los li- 
pidos en la fraccion del glicerol de los gliceridos (mas 
de un 91% en todos los casos), como sucedia cuando estaban 
alimentados. En los adultos este porcentaje aumenta mucho 
tras el ayuno (80-100% de la radiactividad ), obteniendose 
valores proximos a los que aparecen en las ratas jovenes.
Se puede apreciar el paralelismo que existe en­
tre estos resultados y los*de la gluconeogénesis presenta- 
dos anteriormente, lo que en confirmacion de estudios rea- 
lizados "in vitro", demuestra que cuando existe una gran 
actividad gluconeogenética se présenta una formacion aumen- 
tada de glicerol de gliceridos con respecto a la de lipidos 
totales y viceversa, lo que confirma la relaciôn inversa 
que existe entre lipogénesis y gluconeogénesis. En nuestros 
animales vemos .esto precisamente,ya que los lactantes que . 
tienen una gluconeogénesis aumentada con respecto a los adul 
tos forman mayor proportion de glicerol de los glicéridos 
que estos ultimos, que ademas aumentan este paramétré junto 
con la gluconeogénesis tras el ayuno.
B- ESTADQ TIROIDEO Y METABOLIShO INTKRMEDIÀRIQ
Como hemos indicado anteriormente (secc. III-B de 
Materiales y Metodos), varies grupos de animales fueron ti-
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roidectomizados e inyectados con distintas cantidades de ti- 
roxina exogena. Has ta el dia del sacrificio (45-61 dias des­
pues de la tiroidectomla) fueron alimentados con una dieta 
de bajo contenido en iodo. Otro grupo de animales intactes 
recibieron la misma dieta pero suplementada con iodato y fue 
ron considerados como contrôles.
El estudio se hizo en animales alimentados y tras 
un ayuno de 48 horas.
1- NIVELES PLASMATICOS DE PBI Y HORMONA TIRÛTRDPA
Las ratas tiroidectomizadas que no fueron inyecta- 
das con mues tran unos niveles muy bajos de iodo ligado 
a proteinas (PBI) (0.3pg/ml), cuando se comp ara n con los 
contrôles (tabla 3).
La inyeccion diaria de û.lyug de tiroxina/lûO g 
de peso hace que el P3I aumente al doble, a pesar de lo 
cual este paramétré continua siendo mas bajo que en los con­
trôles.
Cuando las ratas tiroidectomizadas son inyectadas 
diariamente con 2 yug de T^/lOO g-de peso el PBI se eleva 
siendo del mismo range que en los animales contrôles. La 
inyeccion de 25yug de a las ratas tiroidectomizadas pro­
duce una gran elevacion en el FBI plasmâtico que alcanza un 
valor de algo mas del doble del de los animales contrôles.
Como se puede observer en la tabla 3 tras un ayu­
no de 48 horas varian algo los valores absolûtes de .FBI pe­
ro se puede seguir considerando que los grupos T+ 0 y T +
0.1 tienen unos valores muy bajos de hormones tiroideas cir
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i\Lvcles plasmaticos de FBI y TSH en ratas tiroidectomi-





C 6.9 3.2 91
T-f 0 0.3 0.4 2979
T+0.1 0.6 1.1 2979
1> 2 5.9 6.7 240
T4-25 13.4 15.6 48
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culantes, las T4r 2 pueden considerarse dentro de los limites 
normales y las T-^  25 tienen un PBI muy alto. En el efecto 
del ayuno llama la atencion que en los animales contrôles 
disminuye el PBI mientras que en el reste de los grupos hay 
un pequeno aumente. Este probablemente se debe a que en es­
tos grupos se mantiene la inyeccion de durante los dos 
dias de ayuno y sin embargo en las ratas contrôles se éli­
mina la unica via per la que el iode llega al animal; la 
comida.
En este paramétré no présentâmes calcules estadls- 
ticos ya que las valoraciones se hicieron en un "pool" de 
los plasmas de todos los animales de cada grupo.
Con el fin de confirmer el estado tiroideo de nues 
très animales se examiné un paramétré muy sensible a un aumen 
te o disminucion de las hormones tiroideas: el TSH.
El TSH fue valorado per la doctera M. D. Garcia * 
de la seccion de Estudios Tiroideos del Inst, G. Haranon, 
per el metedo de Garcia y Morreale (1970) montado en ese la- 
boratorio. Como en el case del'FBI, las valoraciones fueron 
hechas en un "pool", por lo que no.es posible hacer un cal­
cule estadistico. Sin embargo se puede ver claramente (tabla 
3) que, como era de esperar, los animales T + 0  y T4- 0.1 pre- 
sentan una gran elevacion del TSH circulante (2979 unidades 
frente a 91 unidades de los contrôles). Estas unidades re- 
presentan la millonésima parte del TSH valorable en una hi- 
pôfisis de rata normal adulta.
En los animales tratados con 2 yug de T^ los ni­
velés de TSH plasmâtico son bas tante similares a los que
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presentan los contrôles, lo que esta de acuerdo con los ni­
veles normales de PBI en ese grupo.
En los animales tratados con 25 yjg de T^, esta do 
sis de tiroxina ha sido capaz de frenar la hip6fisis ya que 
los niveles de TSH son mas bajos que en los animales contrô­
les .
2- NIVELES DE HORMONA DE CRECIMIENTO HIPOFISARIA Y PESO COR 
PORAL
Los resultados de hormona de crecimiento se pre- 
sentan como la relacion GH/albumina de la densitometrIa de 
las bandas que aparecen en la electroforesis en gel de poli- 
acrilamida. Esto se hace para evitar errores ya que, debido 
al distinto tamano de las hipofisis, la cantidad de protei­
nas ensayadas en el gel puede variar. De esta forma la ban­
da de hormona de crecimiento se refiere a otra en la que 
el estado tiroideo no influye.
Los animales tiroidectomizados inyectados con sa- 
lino presentan un contenido de GH en hipofisis significati- 
vamente menor que los animales contrôles (p ^ 0.05)(tabla 4)
La dosis de 0.1 fag de T^ no ha sido capaz de re- 
vertir este fenomeno ya que el contenido hipofisario en hor 
mona de crecimiento continua muy bajo, habiendo una diferen 
cia significative con respecto a los animales del grupo con 
trol.
Los anima lies tiroidectomizados e inyectados con
i ■
2 yug de T^ presented un contenido hipofisario en GH simi­
lar al del grupo control, habiendo sido.capaz esa dosis de
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restablecer la norma11dad también en este paramétré.
Los animales tratados con 25 jag de tiroxina tampo 
co difieren de los contrôles en cuanto al contenido hipofi- 
iario de hormona de crecimiento. »
Logicamente estos datos deben relacionarse con el 
peso de los animales (tabla 4), Aunque al comenzar el expe- 
rimento no habia diferencia en el peso de los animales de 
los distintos grupos, al tiempo del sacrificio los animales 
tiroidectomizados no tratados con tiroxina pesaban solamen­
te 97 g frente a los 237 g de los contrôles (p4 O.OOl). 
Esta diferencia de peso se debe a que su crecimiento ha si­
do menor ya que son claramente mas pequehos. Este fenomeno 
ha sido observado anteriormente en numérosas ocasiones (Me- 
nahan y Wieland, 1969; Malaisse y Col., 1967) y debe estar 
estrechamente relacionado con la disponibilidad de hotmona 
de crecimiento (Griesbach y Purves, 1945), que como hemos 
visto esta muy disminuida en estos animales.
El tratamiento con 0.1 /ug de restaura en parte 
la capacidad de crecimiento de estos animales, aunque toda- 
via el peso es bastante inferior al de los animales intac­
tes (163 g frente a 237 g , p< O.OOl). Es interesante des- 
tacar que, a pesar de no existir diferencias en la GH hipo- 
fisaria entre los grupos T + 0  y T+0.1, sus pesos corpora- 
les difieren considerablemente, indicando que la cantidad 
de hormona. de crecimiento circulante en este ultimo grupo 
debe ser superior a la del grupo T+0, a^pesar de que en la 
hipofisis no se aprecien diferencias.
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T A B L A 4
Contenido hipofisario de GH y peso corporal de ratas
roidectomi.zadas y tratadas con distintas dosis de T^
GH neso corporal
GH/albumina gramos
C 4.0810.29 237111 .
T+ 0 2.4710.38 p<.05 9716 p<.00l
T + L . . 2.41±Ü.i6 p<.Ol 16318 pc.OOl
ï+ 2 4.3210.49 NS 244121 NS
r + 25 3 .5 5 1 0 . 2 2 NS 19219 P<.Cl
i
P  indica I4 significatividad frente a los animales con­
trôles (C) I
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La administraciôn de 2 /ug de tiroxina exogena nor 
maliza totalmente el peso corporal de los animales.
Cuando los animales se tratan con 25 /ug de T^, el 
peso es menor que en los animales contrôles (p< O.Ol). Esto 
no es debido a una disminucion del crecimiento, ya que la 
hormona de crecimiento en la hipofisis es normal y la longi- 
tud de las ratas era similar a la de las contrôles, sino a 
que los animales eran mas delgados debido a la situacion de 
gran catabolismo que se présenta en el hipertiroidismo 
(Freinkei y Metzger, 1971)
3- PESO, CELÜLARIDAD Y COMPOSICION DEL HIGADO
Lo mismo que sucedia con el peso del cuerpo, el 
peso del higado es menor en los animales tiroidectomizados 
tratados con 0 o 0.1 /ug de que en los contrôles. El pe­
so del higado se iguala a los contrôles cuando los animales 
tiroidectomizados estan tratados con 2 o 25/ug de tiroxina 
(fig.61)
Tras el ayuno los higados de todos los animales 
disminuyen (p^ O.OOl), pero esta disminucion es maxima en 
el grupo T + 0  y minima en el T + 25, de tal forma que en es­
te ultimo .grupo el higado llega a ser aun mayor que en los 
contrôles (p 0.05).
- Manejando animales de tamaho tan distinto, pen- 
samos que es mas demostrativo ver el peso relativo del hi- 
gado y para ello calculâmes el peso del higado/100 g de pe 
60 corporal (fig.62). Esta relacion sigue siendo significa- 
tivamente menor en los grupos T + 0  y T+0.1. El grupo T + 2
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continua sin variation con respecto a los animales contrôles 
y los animales tiroidectomizados tratados con 25 yug de 
tienen proporcionalmente mayor el higado, cuando estan ali­
mentados ÿ que los contrôles (p ^  0,05) y esta diferencia se 
acentua aun mas tras las 48 hr. de ayuno (p< O.OOl).
Debido al distinto peso de los higados considera- 
mos interesante estudiar su celularidad. Como indice de ce- 
lularidad utilizamos el fosforo de DNA.
Cuando calculâmes el P-DNA/g. de higado vemos que 
no hay diferencias entre ninguno de los grupos cuando los 
animales estân alimentados (fig.63). Esto nos indica que, 
en esta situacion, el tamaho de las celulas es el mismo en 
todos los grupos y las diferencias en el peso hepatico han 
de deberse al diferente numéro (y no tamaho) de las celulas.
Tras 48 horas de ayuno el DNA calculado por gramo 
de higado aumenta en todos los grupos, como era de esperar, 
debido a la disminucion del tamaho celular. El mayor aumen- 
to se produce en el grupo T + 0  (p < 0,02 respecto a los con­
trôles) y esto podria ser explicado por ser el grupo que ’ 
présenta mayor disminucion del peso de higado con el ayuno.
Si caïculamos el DNA/higado total no hay diferen-
-■
cia entre los grupos alimentados y sus correspondientes ayu­
nados, como ociirre en otras ocasiones (Herrera y Freinkei,
H
1968; Herrera y Col., 1969). Esto significa que despues del 
ayuno hay el ijÈsmo numéro de ce lu las en el higado y la dis­
minucion de pqso de este organo se deberâ solamente a la 
disminucion del tamaho celular.
J
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EFECTO DE LA TIROIDECTGMIA (T) Y TRATAMIENTO CON U1* EXOGENO SOBRE
EL PESO DEL HIGADO EN RATAS ALIMENTADAS Y AYUNADAS
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EFECTO DE LA TIROIDECTOMIA iT l Y TRATAMIENTO CON L - T *  EXOGENA
SO EL FOSFORO DE DNA HEPATICO EN RATAS ALIMENTADAS Y AYUNADAS
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El fosforo de fosfolipidos calculado por gramo d 
higado es igual en los animales tiroidectomizados tratados 
con 0, 0.1 y 2 jag de que en los contrôles (fig.64), mien­
tras que es mas alto (p< 0.01) en los tratados con 25 jug de 
T^. Daspues del ayuno de 48 hr. aumenta este paramètre en 
los animales contrôles y en los tratados con 0.1 y 2 jug de 
T^, mientras que permanece igual en los tratados con 0 y 25* 
jug de T^. Teniendo en cuenta que la maxima pérdida de peso 
del higado tras el ayuno corresponde al grupo T+0, en este 
grupo hay también la mayor disminucion de fosfolipidos con 
el ayuno (cuando estos se calculan por higado total), lo 
cual esta de acuerdo con una maxima disminucion del tamaho 
de las celulas hepaticas con el ayuno en estos animales.
La concentracion de proteinas hepâticas/g (fig. 
65), cuando los animales estân alimentados, es igual en to 
dos los grupos excepto en las T + 0  en que es mas alta (p< 
0.02). Con el ayuno se produce un incremento en este para­
mètre excepto en el caso de los animales T + 25, en que no 
varia.
Como indices générales del métabolisme de hidra- 
tos de carbone y grasas hemos estudiado la concentracion de 
acides grasos totales y glucogeno en el higado.
La concentracion de acides grasos totales es igual 
en todos los grupos cuando los animales estân alimentados 
(fig.66). En el ayuno se produce una gran elevacion de este 
parâmetro, como consecuencia de la gran movilizaciôn de gra­
sas en ese estado, en los animales contrôles y en les trata-
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dos con 0, 0.1 y 2 jUg de T^, mientras que permanecen los mis 
mos niveles que cuando estaban alimentados en los animales 
tratados con 25 pg de tiroxina.
El 7* de glucogeno présente, en el higado de los ani 
maies tiroidectomizados tratados con 0, 0.1 y 2 pg de no 
difiere del de los animales contrôles (fig,67). Sin embargo, 
es mucho mas bajo en los tratados con 25 pg de (p4 O.OOl).
Cuando los animales se someten al ayuno los nive­
les de glucogeno descienden en todos los grupos, pero esta 
disminucion es mayor en los grupos T + 0 y T+O.l que en los 
contrôles (p < 0.02 y p < 0.05 respectivamente). Los niveles 
de los grupos T + 2  y T+25 no difieren del de los contrôles 
cuando estân ayunados, debido a que la disminucion del glu- 
cogeno hepâtico es menor en este ultimo grupo, desaparecien- 
do asL las diferencias con los contrôles.
4- ESTADO ESTACIONARIO DE METABOLITOS REGULADORES EN EL HI­
GADO
La concentracion hepâtica de Ac-CoA, cuando los 
animales estân alimentados, es igual en todos los grupos ex­
périmentales ihdependientemente de su situacion tiroidea (fig.
68). Tras las 48 hri de ayuno la concentracion de Ac-CoA au-
. h
menta en las ratas contrôles y en las tiroidectomizadas tra­
tadas con 0, 0.1 y 2 /ug de T^, mientras que en las tratadas 
con 25 pg no hay diferencia significativa con respecto a es­
te mismo grupo cuando estabà alimentado.
La concentracion de âcido citrico, similarmente a 
lo que ocurria en el caso anterior, es igual en todos los
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grupos" cuando estan alitnentados (fig.69), Tras el ayuno vue 1 
ven a aparecer diferencias. En las ratas contrôles los nive­
lés de citrico bajan significativamente como ya ha sido des- 
crito anteriormente (Herrera y Freinkel, ^68), posiblemen- 
te como consecuencia de una inhibicion de la citrato sinte- 
tasa y/o de una falta de OAA para acoplarse al. Ac-CoA tras 
el ayuno. Lo mismo sucede en las ratas tiroidectomizadas 
tratadas con 0.1 y 2 yug de tiroxina. Sin embargo, los nive- 
les de citrato no varian en los animales T-v 0 y T+25 con 
respecto a cuando estaban alimentados, apareciendo diferen­
cias significativas con respecto a las contrôles.
El acido piruvico cuando los animales estan alimen 
tados (fig.70), es igual en los grupos T+0.1 y T-v25 que 
en los contrôles, mas bajo en el grupo T + 0 (p^ 0.001) y 
mas alto en el grupo T + 2  (p<0.05),
Tras el ayuno disminuye en los contrôles, como ya 
ha sido descrito (Williamson y Col., 1967) y lo mismo suce­
de en los animales tratados con 2 y 25 yug de T^. Sin embar­
go esta disminucion no se produce en los tratados con 0 y 
0.1 /ug de T^,
El acido lactico es igual en todos los grupos cuan 
do estan alimentados (fig.71). Cuando estan ayunados hay un 
descenso en todos los grupos (aunque solo es significative 
en las T+25), excepto en las T-fO en que no hay variacion.
Es interesante calcular la relacion lactico/piru- 
vico ya que, como hemos dicho anteriormente, es un indice 
CiC la de . KAwii/i\AD en el citoplasma.
152 -
Cuando los animales es tan alimentados esta relacion 
es igual en todos los grupos, excepto en los animales tlroi- 
dectomizados inyectados con salino en los que es mas alza 
(pCO.Ol respecto a los con troles), (fig.72) • Con el ayuno 
este paramétré tiende a aumentar en los animales contrôles 
y T + 2 mientras que no se produce variacion en el resto-de 
los grupos, lo que indica que en este ultimo caso no hay va 
riaciôn en el estado redox del citoplasma.
5- NIVELES PLASMATICOS DE GLUCOSA, INSULINA Y CUERPOS CETO- 
NICOS
Cuando los animales estan alimentados la glucosa 
plasmâtica (fig.73) es ligeramente mas baja (pero esta di- 
ferencia no es significative) en los grupos T-fO y T + 0.1 
con respecto a los contrôles; en el grupo T+2 es tambien 
un poco mas baja y en este caso la diferencia si es signi­
ficative (p < 0.05). El grupo T+25 présenta unos niveles de 
glucosa significativamente mas altos que los contrôles (p< 
0.05).
Tras 48 hr. de ayuno se produce un descenso (p< 
O.OOl) en la glucosa de todos los grupos. En el grupo T + 0  
se observa la maxime disminucion (p < O.OOl vs. contrôles) ; 
la disminucion es algo menor en el grupo T+0.1, pero toda- 
via en este caso hay diferencia con respecto a los contrôles 
(pc 0.05); los valcres plasmâticos de glucosa tras ql ayuno 
son iguales en el grupo T+- 2 que en el grupo control y mas 
altos en el grupo Th* 25 (p <0.01 frente a los contrôles).
Las ccncentraciones plasmaticas de insuline en
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las ratas tiroidectomizadas y tratadas con 0 y 0.1 jUg de ti­
roxina, son mas bajos que en los animales contrôles (p<0.02), 
cuando estan alimentados (fig,73), lo que confirma los résul- 
tados obtenidos por Malaisse y Col (1967) en animales hipo- 
tiroideos. En los animales tratados coh 2 pg de los va- 
lores de insulina son mas altos que en los contrôles (p< 
0.05) y esta diferencia es aun mayor en los animales hiper- 
tiroideos tratados con 25 pg de tiroxina (p<Û.Ol), a pesar 
de que por los datôs en la literatura cabria esperar lo con 
trario,lo cual sera cornentado en la discusion.
Tras las 48 horas de ayuno los niveles plasmati- 
cos de insulina disminuyen, como cabr£a esperar, en los ani 
maies contrôles. Lo mismo sucede en los grupos T+0.1 y T +
2, en los que los valores de insulina en el ayuno no difie- 
ren de los del grupo control. Sin embargo en los animales 
tiroidectomizados sin T^ o tratados con 25 pg de T^, la ba- 
jada de insulina con el ayuno no es significative presentan- 
dose diferencias con las contrôles en las mismas condiciones, 
en el grupo T + 0  la insulina plasmâtica es mas baja (p < 0.05) 
y en el T+25 mas alta (p < O.Ol) que en el grupo control.
Los niveles de cuerpos cetonicos en plaama (fig. 
74), cuando los animales estan alimentados, son muy simila­
res en todos los grupos. Aunque las valoraciones, en este 
caso, se ban eféctuado en un "pool" de plasmas de cada gru­
po y por tanto no podômos realizar comparaciones estadisti- 
cas, no parece que exista ninguna diferencia apreciable en­
tre los grupos.
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El ayuno produce un incremento en los niveles cir 
culantes de cuerpos cetonicos en todos los grupos. Este au- 
ftiento es mâximo en los animales T+0, siendo la diferencia 
con los contrôles, estadisticamente significativa (p < 0.05). 
g), incremento va disminuyendo progrès ivamente, siendo mi- 
nimo en el grupo T+25.
/
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En la présente tesis hemos pretendido estudiar los 
laecanismos de regulaciôn de las interrelaciones hidratos de 
carbono/grasas. Para llevar a cabo este trabajo hemos esco- 
gido situaciones expérimentales en. las que era conocido que 
dichas interrelaciones estaban alteradas, taies como la lac 
tancia y el hipo e hipertiroidismo.
El estudio se ha realizado en las condiciones que 
mas se acercan a la situacion "in vivo", con la finalidad 
de conocer los mencionados mecanismos, no a nivel de enzi- 
mas aisladas, sino integrados dentro de la celula, dentro 
de los ôrganos e incluso del animal complète.
Hemos dedicado especial atencion al estudio de las
alteraciones metabolicas del higado, como lugar principal 
del métabolisme intermediario, relacionândolo con paramè­
tres extrahepâticos principalmente sanguineos.
Una de las herramientas expérimentales mas utili- 
zadas para realizar este tipo de estudios es el ayuno, que 
permite determiner la capacidad de adaptaciôn metabôlica 
cuando desaparecen las fuentes exogenas de energia y el ani­
mal ha de recurrir a sus propias réservas endogenas.
Aqui hemos observado que en los dos modèles expé­
rimentales estudiados se presentan grandes diferencias en 
el peso corporal y del higado de los diverses grupos de ani­
males con relacion al de los correspondientes animales con­
trôles. Este nos ha llevado a determinar distintos indices 
de celularidad hepâtica as£ como la composicion intrinseca 
de dicho tejido, ya que has ta ahora estes estudios no se
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habian realizado en nuestras situaciones expérimentales y 
son necesarios para interpretar y comparar los datos de 
concentracion por unidad de hepatocito entre los grupos, 
finalmente debido a los cambios endocrines que 
se presentan en el hipo e hipertiroidismo, hemos conside- 
rade de interes el determinar los niveles de otras horrrio- 
nas que "per se" afectan el métabolisme intermediario y 
nos ayudan a un mayor conocimiento de su regulaciôn. En 
el caso de las ratas lactantes, no hemos llevado a cabo 
este estudio de los niveles de otras hormonas, ya que son 
bien conocidos los cambios endocrines que se presentan du­
rante el desarrollo de estes animales.
ALTERACIONES METABOLICAS EN RATAS LACTANTES
Despues del période embrionario en el que el £eto 
se nutre totalmenté a expensas de la madré y logra acumular 
depositos energeticos en forma de gluçôgeno hepatico y gra- 
sa marron principalmente, el recien nacido se enfrenta con 
un râpido aumento de sus necesidades nutritives, que satis- 
face a expensas del use de dichas réservas y de la leche 
materna, la cual se puede considérer como une dieta rica en 
grasas (ver Introduction). A peser de este continue aporte 
nutritive aqui hemos vis to que el crecimiento es lento du­
rante los primeros dias de la vida extrauterina, siendo el 
higado une de los ôrganos mas afectados, de forma que aumen- 
ta de tamano aun mas lentamente que el peso corporal, sien-
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do la relacion higado/peso corporal mas baja en los anima­
les de 5 y lo dias que en los adultes. Este retraso en el 
desarrollo hepatico parece deberse a un période de laten- 
cia en los procesos de division celular, como.lo indicarian 
los datos de DNA y nueleos aqui presentados. Este période 
parece durar hasta el dia 10 del nacimiento, en el que se 
présenta un aumento en la concentracion de DNA/nucleo, lo 
que se ha asociado en otras condiciones expérimentales con 
una activaciôn de la division celular (Vendrely, 1955). Es­
ta interpretacion esta de acuerdo con el hecho de que el 
numéro de nucleos por higado total no varia de los 5 a los 
lo dias del nacimiento, mientras que hay un gran aumento de 
los 10 a los 20 dias. De hecho a partir de los 10 dias, en 
que la relacion higado/peso corporal es minima, cbmienza . 
un aumento en el peso del higado de forma que a los.,20 dias 
del nacimiento dicha relacion es ya igual a la que se pré­
senta en los animales adultos.
Es interesante destacar que parte de los cambios 
observados en el peso del higado se deben no solo al numéro 
de ce lulas, sino al tamano de las mismas, que es menor en 
las ratas lactantes que en las adultas, ya que aqui hemos 
demostrado que por unidad de peso el numéro de nucleos y là 
concentracion de DNA son mâximos en los animales mas jovenes 
es tudiados y disminuyen con la edad.
Logicamente esta dis tinta celularidad hepâtica 
viene acompahada de cambios en la composicion intrinseca del 
tejido, como lo demuestran los datos de fosfolipidos, protei
- 164 -
nas y agua aqui presentados. La concentracion de todos estos 
paramètres por ce lula esta disminuida en las ratas jovenes 
con relacion a las adultas, lo que.concuerda con el menor 
tamano de sus hepatocitos. Hemos de indicar que a los 10 dias 
hay un aumento apreciable de estos paramétrés por nueleo 
con relacion a los animales de 5 y 20 dias lo que apoya la 
idea anteriormente apuntada de que ësta es una edad critica 
en el desarrollo hepatico. El ayuno hace que las celulas 
disminuyan de tamano en todos los animales como lo demues- 
tra el hecho del aumento del numéro de nucleos y cantidad 
de DNA (cuando se calcula por gramo de higado), en estas 
condiciones. Esta disminucion del tamano celular podria ser 
en parte, consecuencia de la perdida de agua. Sin embargo, 
el numéro total de células no varia como ocurre en los adul 
tos y ha sido demostrado en otras ocasiones (Herrera y Frein 
kel, 1968; Herrera y Col., 1969). Existe una excepciôn que 
son los animales de 10 dias en los que tras el ayuno el agua, 
proteinas y fosfolipidos/nueleo disminuyen mucho mas que en 
los demas grupos y el DNA/higado total baja significativa- 
mente, lo que no ocurria en el resto de los animales. Esto 
parece indicar que a esta edad se présenta una.degeneraciôn 
celular con el ayuno, posiblemente como consecuencia de la 
situacion critica en el desarrollo del hepatocito en que se 
encuentran estos animales.
Como indices groseros de Los metabolismos de hi­
dratos de carbono y lipidos, hemos determinado la concentra­
cion hepâtica de gluçôgeno y âcidos grasos.
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Los niveles hepâticos de ac, grasos totales y li­
bres son mâximos en los animales de 5 dias. A los 10 dias 
hay una bajada en la concentracion de âcidos grasos tota­
les, de forma que ya no difieren estadisticamente de los 
adultos aunque todavia los niveles de âcidos grasos libres 
estân elevados. Esta aumentada llegada de grasas al higado 
a los 5 dias debe provenir de la movilizacion de las acumu- 
ladas durante la vida fetal y de las procédantes de la le­
che materna, ya que se ha descrito que a esta edad la lipo- 
gânesis estâ inhibida (Ballard y Hanson, 1967), Una dismi­
nucion o desaparicion de la grasa marron, junto con una 
inhibida lipogânesis podria explicar la bajada en la con­
centracion de âcidos grasos totales que ocurre de los 5 a 
los lo dias aunque estos animales pueden mantener niveles 
elevados de âcidos grasos libres gracias a su dieta rica en 
grasas. La llegada de lipidos al higado de los animales de 
20 dias debe estar aumentada ya que a esta edad las ratas 
todavia estân tomando leche aparté de la dieta solida de 
los adultos. A partir de esta edad, la lipogânesis empieza 
a aumentar y las grasas que llegan al higado tras el deste- 
te deben ser formadas por el propio animal, ya que la d\eta 
es muy pobre en grasas y rica en hidratos de carbono.
Nuestros datos sobre formacion de lipidos "in vi­
vo" durante la lactancia, corroboran lo expuesto .anterior­
mente. La lipogânesis estâ inhibida hasta los 20 dias de 
edad ya que, aunque la formacion de lipidos totales-C^^ es 
alta en los animales jovenes, esto no représenta verdadera
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lipogenesis ya que prâcClcamenjte toda la radiactividad es­
ta en la fraccion del glicerol de los gliceridos, A los 30 
dias la lipogânesis ya esta funcionando como lo demuestra 
el hecho de que ya no toda la radiactividad esta en dicha 
fraccion, y por tanto los animales estan formando sus pro- 
pios âcidos grasos al igual que sucede en los adultos, en 
loa que el glicerol de gliceridos représenta un porcentaje 
aun mâs bajo que a los 30 dias de los lipidos totales
Cuando los animales se someten al ayuno, los âci­
dos grasos aumentan mucho en las ratas adultas y hay tambien 
una elevaciôn aunque menor en los animales de 30 dias, la 
cual estâ localizada solamente en los âcidos grasos totales 
y no en los libres. Este aumento tiene que ser consecuencia 
de. una elevada movilizacion de sus depositos perifâricos de 
grasas, ya que la lipogânesis estâ inhibida en estas condi­
ciones. En efecto, tras el ayuno sucede en estas edades lo 
que sucedia en las ratas mâs jovenes cuando estaban alimen- 
tadas, es decir, casi toda la radiactividad! de los lipidos 
estâ en forma de glicerol de los gliceridos.
La respuesta al ayuno es anomala en el resto de 
los grupos, ya que los niveles hepâticos de âcidos grasos 
libres y totales no cambian con respecto a cuando estaban 
alimentados en los animales de 5 y 10 dias e incluso llega 
a haber una pequena disminucion en los âcidos grasos totales 
de las ratas de 20 dias. Nuestros datos confirman que la 
lipogenesis continua inhibida en estas condiciones y esta 
falta de respuesta al ayuno tiene que deberse a una amino-
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rada movilizacion de las réservas perifericas de lipidos y 
y/o a una mayor utilizacion de estes.
La concentracion de gluçôgeno hepatico es muy ba­
ja a los 5 dias y va aumentando graduaImente a lo largo del 
période estudiado, de forma que ya a los 30 dias este para­
métré es totalmente normal. Estes cambios son paralelos a 
Los descritos por Blâzquez y Col.,(1970) en los niveles de 
insulina plasmâtica. Probablemente como consecuencia de una 
relaciôn insulina/glucagon disminuida, la glucogenolisis es 
muy alta durante los primeros dias de vida, lo que podria 
-xplicar les bajes niveles hepâticos de gluçôgeno. A partir 
de los 20 dias de edad hay un gran incremento en los nive- 
i_s plasmâticos de insulina, lo que podria producir un aumen- 
Lo de la glucogenesis respecto a la glucogenolisis.
Las 24 horas de ayuno hacen que se produzca una 
najada de glucogeno en todos los grupos, pero esta disminu- 
v iôn es menor en los animales de 30 dias y es to se acentua 
aun mâs en los de 20 dias. Este ahorro de glucogeno es po- 
sible que se deba a una aumentada utilizaciôn de lipidos, 
como veremos mas adelante.
Estos cambios en los niveles de âcidos grasos y 
glucogeno demuestran que, durante la lactancia, se presen­
tan grandes alteraciones en las interrelaciones de hidratos 
de carbono y grasas, posiblemente como consecuencia de las 
adaptacionès enzimâticas que van ocurriendo durante este pe 
riodo.
En el présenté estudio hemos determinado parâme- 
tros que nos pueden dar un indice mas fino de la regulaciôn
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de estas interacciones. Nos han interesado en particular el 
Ac-CoA, ac.citrico, ac.piruvico y ac.lâctico. Como ya se in 
dicô en la Introduccion, el Ac-CoA tiene una posiciôn privi 
legiada en el cruce de las vias metabolicas de hidratos de 
carbono y grasas, al mismo tiempo de ejercer un directo pa- 
pel regulador de tipo alosterico sobre determinados enzimas 
participantes en estas vias (fig.1).
La concentracion hepâtica de Ac-CoA es igual en 
las ratas de 5, 10 y 30 dias que en las adultas, mientras 
que este parâmetro estâ disminuido en las de 20 dias, cuan­
do estân alimentadas. Esta bajada de Ac-CoA hepâtico podria 
ser. una consecuencia de un aumento en el uso de este metabo 
lito para la lipogânesis que segun Ballard y Hanson,(1967) 
comienza a aumentar a partir de esta edad, en condiciones 
en que la cetogênesis parece todavia estar elevada,
Hay que hacer notar, que el hecho de que en todas 
las ratas jovenes no aparezcan niveles hepâticos de Ac-CoA 
superiores a los de los adultos, a pesar de la aumentada lie 
gada de grasas al higado, no tiene porquâ significar que su 
production no sea mayor, sino que podria ser consecuencia de 
una mayor utilizacion de este metabolito durante la lactan­
cia,
Tras el ayuno el Ac-CoA aumenta en todos los gru­
pos, pero este aumento es mayor en las adultas lo cual podria 
deberse, como en el caso anterior, a una disminuida sintesis 
o a una elevada utilizaciôn,
Con la finalidad de decidir si hay o no alguna va
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riaciôn en la utilizaciôn de Ac-CoA para la formaciôn de âci 
do citrico y para la sintesis de cuerpos cetônicos, hemos de 
■terminado estos parâmetros.
Los niveles hepâticos de ac.citrico son similares 
en todos los grupos estudiados cuando los animales estân ali 
mentados. Sin embargo, la respuesta al ayuno difiere en las 
distintas edades. Mientras que en los animales de treinta - 
dias y adultos el citrico disminuye con el ayuno como suce- - 
de en otras ocasiones (Herrera y Freinkel, 1968; Herrera y 
Col., 1969), en las de 20 no cambia y en las de 5 y 10 dias 
aumenta.
Aunque no hay datos en la literatura relaciona - 
dos con el metabolismo del âcido citrico en el ayuno duran­
te la lactancia, es posible que exista una disminuida utili­
zaciôn de este metabolito en los animales de 5 y 10 dias, 
lo cual concuerda con el hecho de que la actividad citrato 
liasa estâ disminuida en estos animales, al menos cuando es­
tân alimentados (Ballard y Hanson, 1967). El aumento de âci­
do citrico que aparece en estos animales tras el ayuno, po­
dria deberse -tambien a una elevada sintesis de este metabo­
lito como consecuencia de una gran disponibilidad de Ac-CoA 
y oxalacetato para que se efectue la reacciôn catalizada por 
la citrato sintetasa. De acuerdo con esta explicaciôn y de 
forma contraria a como ocurre en los adultos, el oxalace­
tato no habria disminuido con el ayuno en estos animales. 
Esta asequibilidad de OAA podria explicarse por la elevada 
actividad de la aspartato transaminasa que existe en el hi-
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gado de estos animales (Yeung y Oliver, 1967) y/o por una 
falta de activaciôn de su utilizaciôn para gluconeogenesis, 
ya que es la unica via conocida por la que han de pasar la 
mayor parte de los sustratos gluconeogeneticos (aminoaci- 
dos, piruvico, lâctico, etc,), para llegar a formar glucosa.
Habiamos dicho que el Ac-CoA podria escapar del 
ciclo de Krebs para formar cuerpos cetônicos. La concen- 
traciôn de estos estâ aumentada durante la lactancia, lo 
que debe ser consecuencia de la abundancia de lipidos pro­
cédantes de la leche materna junto con una gran actividad 
de la maquinaria enzimâtica encargada de la cetogânesis 
(Lockwood y Bailey, 1971 ; Lee y Fritz, 1971). Nuestros re- 
sultados demuestran que la concentraciôn plasmâtica de cuer­
pos cetônicos a lo largo de la lactancia, es paralela a la 
concentraciôn hepâtica de su sustrato, es decir, los âci­
dos grasos. Estos elevados niveles de cuerpos cetônicos cir 
culantes deben tener gran importancia fisiolôgica en estos 
animales, ya que se ha demostrado que son utilizados en gran 
cantidad durante la lactancia, especialmente por el cerebro, 
lo que les permite ahorrar glucosa.
El ayuno hace que aumente la cetosis en todos los 
grupos, aunque este aumento es mayor en los animales jôve.- 
nu's que en los adultos.
Relacionando estos datos con los anteriormente dis 
cutidos de Ac^CoA y citrico, podemos concluir que los anima­
les jôvenes disponen de tal cantidad de grasas, que pueden 
disfrutar de niveles hepâticos normales de Ac-CoA y ac.citri
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CO junto con un gran aumento de cuerpos cetonicos circulan­
tes, cuando estân alimentados,
Tras el ayuno esta situacion es aun mâs drâstica, 
pudiendo mantener la elevada cetogânesis sin disminuir, si- 
nq, por el contrario, aumen tando la formacion de âcido citri­
co a costa de un menor aumento de Ac-CoA hepatico, Toda es­
ta situacion, que es completamente dis tinta a la que ocurre 
en los adultos, se va normalizando a medida que los animales 
se van haciendo mayores y la leche materna (rica en grasas), 
va siendo sustituida por la comida solida de los adultos(ri 
ca en hidratos de carbono). Es muy interesante observer que 
cuando todavia el animal utilize leche y ha comenzado a co­
rner dieta solida, el panorama metabolico es intermedio, co­
mo lo indica la ausencia de cambio en la concentracion de 
âcido citrico,con el ayuno, en los animales de 20 dias. En 
las ratas de 30 dias, aunque todavia se mantiene la cetosis 
en el ayuno, la respuesta del ac.citrico y Ac-CoA se acerca 
mâs a la de los adultos.
Esta gran asequibilidad de lipidos en la lactancia 
podria repercutir en el potencial redox citoplâsmico de es­
tos animales, ya que por lo general un aumento de laç»-oxi 
dacion viene asociado con una elevaciôn de la relacion 
NAÛH/NAÛ, Dado que este parâmetro puede ser determinado de 
forma indirecta por la valoracion de la relacion lâctico/ 
piruvico (Williamson y Col., 1967), en la présente tesis 
hemos llevado a cabo dicha determinaciôn, Como era de es­
perar, esta relaciôn estâ aumentada en los animales jove­
nes con respecto a los adultos, lo que concuerda con un ■
1 7
mayor ç-oxidaciôn en La lactancia, como sugerimos anterior­
mente.
Logicamente, todos estos cambios en el estado es- 
tacionario de metabo11tos reguladores deben venir acompana- 
dos de alteraciones en la actividad gluconeogenetica de es­
tos animales.
Cuando los animales estan alimentados, la sintesis 
de glucosa "in vivo" a partir de âcido piruvico estâ aumen- 
tada en todos los animales jôvenes con relaciôn a los adul­
tos. El hecho de que esta diferencia se aprecia tanto a par 
tir de concentraciones traza del precursor, como utilizando 
cantidades mâs altas (es decir, concentraciones sustrato), 
demuestra que hay un verdadero aumento de la gluconeogenesis 
de los animales lactantes frente a los adultos y que no se 
trata de un artefacto como consecuencia de diferencias en la 
concentraciôn endôgena de metabolites entre los grupos. No 
es sorprendente esta mayor actividad gluconeogenetica de las 
ratas jôvenes, ya que es bien conocido el hecho de que cuan­
do hay un aumento de la llegada de lipidos al higado se pre 
senta una activaciôn de la gluconeogenesis hepâtica, como 
suceden en el caso de animales adultos sometidos a una die­
ta rica en grasa (Blâzquez y Col., 1971) y de animales en 
ayunas (Herrera y Col., 1969). Posiblemente, este fenômeno 
es consecuencia del efecto inhibidor que ejercen los âcidos 
grasos sobre ciertos enzimas glicoliticos (Weber y Col.,
1966) y en consecuencia, actividor de la via opuesta: la 
gluconeogenesis.
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Aunque nosotros no lo hemos estudiado, tambien la 
gluconeogenesis renal podria estar aumentada en estos anima­
les, ya que se ha demostrado una correlaciôn directa entre es 
ta y una bajada del pH sanguineo (Owen y Col., 1969). Un au­
mento en'la concentraciôn de cuerpos cetônicos plasmâticos, 
que produce una bajada de pH en la sangre, viene acompahada 
de una activaciôn de la gluconeogenesis renal (Herrera y 
Col., 1969). Asi pues, como en las ratas jôvenes los niveles 
circulantes de cuerpos cetônicos estân elevados, parte de la 
aumentada actividad gluconeogenetica podria estar represen- 
tada por la glucosa sintetizada en el rihôn.
El ayuno origina un aumento en la formaciôn de glu 
cosa-C^^, a partir de concentraciones traza de piruvico-C^^, 
en las ratas de 5 y 10 dias de edad, que es solamente apa- 
rente, ya que cuando el piruvico se administra en concentra­
ciones sustrato desaparecen las diferencias entre los anima­
les alimentados y ayunados y aun llega a haber una disminu - 
ciôn en la formaciôn de glucosa a los 5 dias, con el ayuno.
Se puede pues, concluir que no hay verdadera acti­
vaciôn de la gluconeogenesis con el ayuno en los animales 
de 5 y 10 dias, lo que concuerda con los datos de âcido ci­
trico que recordaremos que aumenta con el ayuno al no haber 
aumento de la utilizaciôn del oxalacetico para la gluconeo,- 
gânesis, como es el caso de los animales adultos.
En los animales de 20 dias se présenta una situa-- 
ciôn intermedia ya que, aunque la formaciôn de glucosa-C^^ 
plasmâtica no aumenta con el ayuno, si lo hace y de una ma-_
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nera muy significativa el gluc6geno-C^^ hepatico, lo que se 
puede relacionar, al menos en parte, con la menor perdida 
de glucogeno que ocurre en dichos animales en esta condicion 
ilimenticia.
Las ratas de 30 dias se comportan de una forma mas 
similar a las adultas: en ambos grupos es muy significativa 
la activaciôn de gluconeogenesis con el ayuno, tanto para la 
formaciôn de glucosa plasmâtica como de gluçôgeno hepâtico, 
Recordaremos que en estos animales el citrico disminuye tras 
el ayuno, posiblemente como consecuencia de una falta de oxa­
lacetato para acoplarse con el Ac-GoA por estarse utilizan­
do para la sintesis de glucosa, como indicamos anteriormente,
Los datos que aqui hemos obtenido referentes a la 
actividad especifica de la glucosa-C^^ y glucôgeno-C^^ for- 
mados a partir del âcido piruvico confirman las anterio-
res conclusiones.
Todas estas interacciones han afectado los niveles 
de glucosa en los diferentes grupos. La glucosa en sangre es 
algo mâs baja en los animales alimentados de 5 dias de edad 
que en los adultos y el nivel aumenta en los de 10 dias, de- 
sapareciendo las diferencias con aquellos. A pesar de la in- 
gesta tan pobre en carbohidratos que tienen estos animales, 
consiguen mantener unos niveles bas tante aceptables de glu­
cosa. Es to ha de deberse a la aumentadâ gluconeogenesis que 
se présenta a estas edades y a la mayor glucogenolisis \co- 
mo lo demuestran los bajos niveles de gluçôgeno hepâtico), 
asi como a la aumentada asequibilidad de lipidos. La abun­
dancia de lipidos permite unos altos niveles de cuerpos ce-
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tônicos y como hemos dicho anteriormente, esta elevaciôn de 
la cetosis debe tener gran importancia energetica ya que los 
animales pueden utilizarlos en gran cantidad, especialmente 
en el cerebro (Page y Col., 1971), lo que les permitira eco- 
nomizar ^lucosa.
Este cuadro metabolico (elevada gluconeogenesis, 
bajos niveles de,glucôgeno y gran utilizaciôn de Iipidos), 
se asemeja al que aparece en los adultos tras el ayuno o cuan 
do es tan alimentados con una dieta rica en grasa (Blâzquez y 
Col., 1971) y como en êstos, podria haber sido inducido por 
una disminucion de la relacion insulina/glucagon.
La glucosa sanguinea aumenta de los 10 a los 20 
dias, apareciendo a esta edad niveles significativamente mas 
altos que los de los adultos; esta diferencia desaparece a 
los 30 d£as•
La élévation de la glucosa en los animales de 20 
dias, junto con un aümento de la concentraçiôn de glucôgeno 
en higado, podria deberse al efecto yuxtapuesto de la alta 
asequibilidad de lipidos (los cuerpos cetônicos continuan 
siendo muy altos a esta edad), la'elevada gluconeogenesis y 
el aumento de hidratos de carbono en la dieta, ya que los 
animales ya han comenzado a tomar comida de adultos ademâs 
de la leche,
A diferencia con los demâs grupos, la glucosa en ' 
sangre no cambia con el ayuno en las ratas de 20 dias, lo 
cual podria deberse a la situaciôn privilegiada de estos ani 
maies, que disponen de suficientes réservas hidrocarbonadas 
junto con el mantenimiento de un manejo de lipidos aumenta-
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do, que les permite un maxime ahorro de glucosa, como lo de- 
mues tra también la menor disminucion del glucôgeno hepâtico.
Las ratas de 30 dias de edad muestran un'panorama 
bastante cercano al de los adultos, aunque todavia disfrutan 
de una alta asequibilidad de lipidos, como lo demuestra el 
hacho de que su cetosis, cuando estân ayunadas, es mayor que
la de los animales adultos, lo que les permite una mejor pre
servaciôn del glucôgeno hepatico en dicha situaciôn alimen- 
ticia.
. En resumen;
Los cambios metabôlicos que ocurren en la rata 
después del nacimiento, pueden ser divididos en très fases:
La primera comienza inmediatamente despues del na­
cimiento y dura todo el tiempo en que el animal se alimenta
exclusivamente de la leche materna. Durante esta fase una 
aumentada relaciôn glucagôn/insulina, ayuda a moderar la hi- 
poglucemia del recien nacido, aumentando la glucogenolisis 
y gluconeogenesis hepaticas de los animales que estân con- 
sumiendo una dieta rica en grasas.y pobre en hidratos de car 
bono: la leche materna. En el ayuno" no se produce una hipo- 
glucemia exagerada en estos animales, a pesar de que no au­
menta su gluconeogenesis, gracias a la elevada oxidaciôn de 
lipidos.
La segunda fase viene representada por el periodo 
que transcurre desde que el animal empieza a mezclar la le­
che materna con comida de adultos, hasta el final de la lac- 
tancia. Es una fase de gran anabolismo, con un gran crecimien
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to corporal, donde el animal se aprovecha del aumento de 
hidratos de carbono en la dieta, junto con su gran asequi­
bilidad de lipidos, para preservar al mâximo su glucosa san- 
guinea incluso en ayunas.
La tercera fase comienza al final de la lactan- 
cia, cuando el animal se ha adaptado totalmente a una die­
ta rica en hidratos de carbono, tipica de la rata adulta de 
laboratorio.
ALTERACIONES METABOLIGAS EN EL HIPO £ HIPERTIROIDISMQ
El segundo modelo experimental que hemos estudia 
do en la présente tesis para determinar los mecanismos de 
regulacion de las interrelaciones de hidratos de carbono y 
grasas ha sido el hipo e hipertiroidismo producidos por la 
tiroidectom£a y la administraciôn de dis tintas dosis de ti- 
roxina exogena. Los datos aqui presentados demuestran que 
diferencias en la funciôn tiroidea alteran el metabolismo 
de hidratos de carbono y grasas y que estas alteraciones son 
mas aparentes cuando los animales se someten al ayuno y han 
de recurrir a sus propias réservas.
Animales intensamente hipotiroideos 
Hemos vis to que las ratas tiroidectomizadas y man- 
tenidas con una dieta pobre en iodo muestran un intenso hi­
po tiroidismo, como lo demuestra la enorme bajada del iodo 
ligado a proteinas plasmâtico (Indice de la concentracion 
de hormonas tiroideas circulantes) y del aumento de la hor-
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mona tirotropa (TSH) en plasma. Esta elevaciôn del TSH es 
consecuencia de un esfuerzo de la hipôfisis para compensai* 
el descenso de la llegada de dichas hormonas a los tejidos 
extratiroideos y esta mediaUo por el TRH hipotalâmico. Es­
ta compensaciôn no se logra ya que, al carecer de tiroides, 
estos animales no tienen capacidad para fabricar hormonas 
tiroideas como respuesta a dicha activaciôn hipofisaria.
Cuando estos animales intensamente hipotiroideos 
estân alimentados, la mayor parte de los metabolitos hepâ- 
ticos son normales, excluido el acido piruvico, que es mas 
bajo. Ssto hace que la relaciôn lactico/piruvico este aumen­
tada en estas ratas, lo cual podria ser explicado por una 
utilizaciôn disminuida de équivalentes reducidos, para pro- 
cesos biosinteticos, en ausencia de hormonas tiroideas (Mè- 
nahan y Wieland, 1969). El desplazamiento del equilibrio 
redox citoplâsmico hacia un estado reducido, puede estar fa- 
ci litando una preponderancia de la gluconeogenesis sobre la 
utilizaciôn de glucosa en esos animales (Williamson y Col.,
1967). Aunque la actividad de los enzimas gluconeogeneticos 
puede estar disminuida con la tiroidéetom£a, hemos visto 
que el estado estacionario de metabolitos reguladores como 
el Ac-CpA y âcido citrico es normal en estos animales, lo 
cual concuerda con la normal actividad gluconeogenetica de 
animales sometidos a condiciones similares a los nuestros, 
descrita recientemente en nuestro laboratorio (Castro, 1972), 
Los bajos niveles de insulina circulante que encontramos en 
este grupo, producidos por una disminuida secreciôn pancreâ- 
tica (.lalaisse y Col., 1967), aie don estar contribuyendo al
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nantenimiento de una gluconeogenesis normal en estos anima­
les .
Este conjunto de factores hace que los animales 
tiroidectomizados puedan mantener una glucemia normal y unos 
niveles hepaticos de glucôgeno tambien normales.
Este equilibrio se rompe cuando los animales son 
sometidos. al ayuno; en estas condiciones s^presenta una 
franca hipoglucemia, mucho mas acentuada que en los anima­
les normales y una enorme disminuciôn de glucôgeno hepatico, 
que alcanza niveles casi indétectables,
Ya que una exagerada hipoglucemia en el ayuno no 
es normal en el hipotiroidismo (Metzger y Freinkel, 1971), 
es probable que sea consecuencia de un fallo hipofisario mas 
que tiroideo. Nosotros hemos visto que la hipôfisis esta 
muy alterada ya que nuestras ratas tiroidectomizadas su- 
fren una detenciôn del crecimiento debida a la gran dismi­
nuciôn de GH hipofisaria que aparece en estos animales.
Menahan y Wieland (1969) has sugerido que la glu­
coneogenesis hepâtica esta inhibida en los animales hipoti­
roideos en ayunas, pero el estado estacionario de metaboli­
tos reguladores no parece apoyar esta idea. Por una parte 
la relaciôn lactico/piruvico es alta, lo que ayudaria a 
mantener la gluconeogenesis. Hemos visto tambien que el 
Ac-CoA (activador alosterico de la piruvato carboxilasa), 
aumenta con el ayuno en los animales tiroidectomizados, lo 
mismo que sucede en los contrôles, Por otra parte, los aci- 
dos grasos son gluconeogeneticos y como veremos mas adelan-
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te, la llegada de âcidos grasos al higado es alta en estos 
animales en ayunas. Recientemente se ha demostrado en nues­
tro laboratorio (Castro, 1972) que los animales tiroidecto­
mizados presentan una gluconeogenesis en el ayuno que no 
üifiere de la de animales normales, Creemos que la contra- 
diccion entre nuestros resultados y los descritos por Me­
nahan y Wieland (1969) es solamente aparente, ya que la for- 
macion de glucosa y la utilizaciôn de lactato por el higado 
perfundido encontradas por dichos autores no era diferente 
en los animales hipotiroideos de los contrôles de la misma 
edad, Por otra parte, cuando la actividad gluconeogenetica 
se expresa por higado total en ambos casos se présenta una 
rcducciôn, pero sin embargo, esta reducciôn de gluconeoge­
nesis se compensa cuando se corrigen los datos por el peso 
corporal, que esta muy disminuido en las ratas tiroidectomi­
zadas con relaciôn a las normales. Considérâmes que estos 
paramétrés tienen verdadera significatividad fisiolôgica 
cuando son corregidos de esta forma (por masa total), ya 
que nos dan un indice de la economia metabôlica del animal 
complete,
Como ya hemos apuntado antes, nuestros resultados 
parecen indicar que en las ratas tiroidectomizadas hay una 
elevada lipolisis en el ayuno y una aumentada llegada de 
âcidos grasos al higado, ya que la concentraciôn hepâtica 
de fosfolipidos es mâs baja que en los contrôles, mientras 
que es igual la de âcidos grasos totales, lo que signifies 
una mayor concentraciôn de âcidos grasos libres y esterifi- 
cados de neutralipidos en estos animales que en los contro-
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les. Esta abundancia de âcidos grasos en el higado de los 
animales hipotiroideos tras el ayuno no es sorprendente, ya 
que se sabe que la retenciôn de grasas estâ favorecida en 
esos animales (Scow, 1951) y aunque se ha descrito una dis 
minuciôn basai de lipolisis en tejido adiposo (Debons y 
Schwartz, 1961), cuando la verdadera actividad lipolitica 
se détermina corrigiendo por la reutilizaciôn del glicerol 
en el tejido adiposo (Herrera y Lamas, 1970), dicha via me 
tabôlica estâ altamente aumentada en las ratas tiroidecto­
mizadas en ayunas (Montoya, 1972).
Cuando los animales estân ayunados, la gran dis- 
ponibilidad de lipidos.les permite mantener un estado esta­
cionario de Ac-CoA igual al de los contrôles, a pesar de 
estar manteniendo una concentraciôn hepâtica de âcido ci­
trico tan. alta como cuando estaban alimentados y unos ni­
veles de cuerpos cetônicos aun mâs altos que los de los con 
troles, probablemente como consecuencia de una elevada ce- 
togenesis (Menahan y Wieland, 1969),
Los resultados de âcido citrico hepâtico merecen 
especial atenciôn. En los animales normales hay una perdida 
de oxalacétato en el ayuno, lo que hace que el Ac-CoA se %, 
escape del ciclo de Krebs para ir a formar cuerpos cetônin 
C O S .  En el caso de las ratas hipotiroideas el âcido citri­
co no cambia con el ayuno, lo que hace pensar que el oxàl- 
acetato no ha debido disminuir en el higado de estos anima­
les. Este fenômeno podria explicarse por un acelerado cata- 
bolismo proteico que permita una continua formaciôn de OAA 
a  partir de aminoâcidos, en cuyo caso esta situaciôn séria '
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comparable a la que presentan animales normales tras un 
ayuno prolongado, en los cuales el âcido citrico hepâtico 
es igual al de animales alimentados (Herrera y Freinkel,
1968) y podria indicar un ayuno acelerado en las ratas hi­
potiroideas. Esta posibilidad viene apoyada por la mayor 
disminucion con el ayuno del tamaho del higado en los ani­
males tiroidectomizados, lo cual se présenta junto con'una 
mayor perdida de la masa de los hepatocitos, como lo indi- 
can nuestros datos de ÛNA.
Hemos de indicar que no todas las alteraciones 
metabôlicas que aparecen en las ratas intensamente hipoti­
roideas, tienen que ser directamente una consecuencia de la 
falta de hormonas tiroideas, ya que, como hemos visto aqui, 
los niveles de otras hormonas,(TSH, GH e insulina), de las 
que se conoce que tienen efecto sobre estas vias metaboli- 
cas, estân afectados en estos animales.
Gomoensacion del intenso hipotiroidismo mediante 
la administraciôn de pequenas dosis de tiroxina exoeena a 
animales tiroidectomizados
La administraciôn de C.l jUg de a las ratas ti­
roidectomizadas es suficiente para normalizar o al menos 
disminuir las diferencias con los contrôles, en gran par­
te de los parâmetros estudiados. Aunque la insulina es algo 
mâs baja que en los contrôles cuando estaban alimentados, 
estos animales responden normalmehte al ayuno disminuyen- 
do sus niveles, lo que no sucedia con los animales tiroidec­
tomizados, La bajada de glucosa y glucôgeno con el ayuno ya
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no es tan exagerada como en dichos animales, aunque todavia 
es mayor que en los contrôles. La relaciôn lactico/piruvico 
es ya normal y lo mismo la respuesta al ayuno del âcido ci­
trico.
Todo esto sucede a pesar.de que el FBI plasmâti­
co es todavia mucho menor que el de los animales contrôles 
y de que esa dosis de tiroxina es unas veinte veces menor - 
que la necesaria para disminuir la alta liberaciôn de TSH 
por la hipôfisis a valores normales (Furves, 1964). De he- 
ci.o, nosotros hemos comprobado aqui que los niveles plasma- 
ticos de TSH continuan muy elevados en este grupo experi­
mental.
Existe la posibilidad de que la tendencia a la 
normalizaciôn del metabolismo intermediario en animales ti­
roidectomizados requiere dosis extremadamente pequenas de 
hormonas tiroideas, insuficientes para disminuir los eleva­
dos niveles de TSH plasmâticos, pero suficientes para res­
taurer, al menos parcialmente, las otras alteraciones endo­
crines que acompahan al hipotiroidismo intenso. Asi, hemos 
visto aqui que las ratas tiroidectomizadas tratadas con 0.1 
jUg de T^ crecen mâs que las no tratadas con esta hormona, 
aunque sin lograr el tamano corporal de sus respectives con­
trôles y al mismo tiempo, los niveles de insulina son total- 
mente normales en el ayuno.
Otra posibilidad es que las alteraciones que apa­
recen en el metabolismo intermediario de ratas hipotiroi­
deas sean secundarias al funcionamiento inadecuado de la
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hipôfisis y las glândulas dependientes de esta. Esto viene 
apoyado por el hecho de que ratas sometidas crônicamente a 
una dieta pobre en iodo (Castro y Col., 1971) con bajo FBI 
y alto TSH, pero que tienen un contenido hipofisario normal 
de hormona de crecimiento y unos niveles de insulina tam­
bien normales, mantienen un metabolismo intermediario igual 
que el de ratas contrôles, tanto cuando estân alimentadas 
como cuando estân ayunadas.
For otra parte, el hecho de que no todos los meta 
bolitos estudiados se hayan normalizado en las ratas tiroi 
dectomizadas inyectadas con 0,1 p g  de tiroxina, podria su- 
gerir una sensibilidad diferente de las distintas vias me- 
tabolicas en que intervienen dichos metabolitos a las hor­
monas tiroideas.
La anterior conclusion viene tambien apoyada por 
los datos de los animales tiroidectomizados tratados con 2 
pg de tiroxina en los que todos los parâmetros estudiados 
son normales, tanto en las ratas alimentadas como en las 
ayunadas, con excepciôn de la glucosa e insulina circulantes 
cuando estân. alimentados: la glucosa es algo mâs baja y la 
insulina mâs alta. Estos resultados sugieren un pequeho in- 
cremento, con respecto a los animales normales, en la dispo- 
nibilidad de hormonas tiroideas y una alta sensibilidad del 
pancreas.
El incremento en la cantidad de hormonas tiroideas 
que llegan a los tejidos extratiroideos se debe a que, a 
pesar de que el FBI es muy parecido al de los contrôles.
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los animales fueron sacrificados despues de 16 horas de la 
ultima inyeccion de tiroxina y como la vida media de la ti­
roxina es muy corta (Sterling, 1964), los animales tratados 
con 2 yug de han tenido que disfrutar antes de niveles de 
hormonas tiroideas mas altos que los animales contrôles.
Las diferencias con los contrôles desaparecen con 
el ayuno, posiblemente debido a una sensibilidad menor al 
estfmulo de la secrecion de insulina en ese estado.
Animales hipertiroideos
La inyeccion diaria de 25 yug de ha sido sufi­
ciente para que los animales se hayan hecho hipertiroideos, 
como lo demuestran los altos niveles de FBI (nasdel dob le de 
lo normal) y los bajos niveles de TSH circulante,
Lo mas aparente en estos animales, es su peso cor­
poral disminuido, lo que ha de deberse al estado de inten- % 
so catabolismo que aparece en el hipertiroidismo (Freinkel_ 
y Metzger, 1971) y no a alteraciones en la hipôfisis, ya 
que aqui hemos visto que el contenido hipofisario de hormo­
na de crecimiento es normal,
Cuando los animales estân alimentados los parâme­
tros alterados son el glucôgeno hepâtico y la glucosa e in­
sulina circulantes, El glucôgeno hepâtico estâ disminuido en 
los animales hipertiroideos, como ya habla sido observado 
anteriormente (Coggeshall y Greene, 1933; Kuriyama, 1918), 
Este reducido acumulo de glucôgeno puede reflejar una aumen­
tada actividad de la adenil-ciclasa en el higado (Freinkel 
y Metzger, 1971), lo que producirfa un aumento de glucoge-
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olisis junto con una inhibicion de .La glucogenesis. La ac­
tivaciôn de la glucogenolisis debe estar tambien facilitada 
en estos animales por la elevaciôn de los niveles de la fos 
iiorilasa (Hornbrook y Col., 1965).
Posiblemente la gluconeogenesis esta aumentada en 
estes animales, ya que los enzimas gluconeogeneticos aumen- 
tan tras la administraciôn de tiroxina (Menahan y Wieland, 
1969, Szepesi y Freedland, 1969) y ademâs disponen de sufi­
cientes sustratos para, su mantenimiento. Entre estos sustra 
tos gluconeogeneticos se enquentran los aminoâcidos que pro 
ceden del catabolismo proteico y el glicerol procedente de 
la lipolisis, la cual es muy activa en estos animales (Mon­
toya, 1972), posiblemente como consecuencia de la elevada 
c
actividad de la adenil-ciclasa en el tejido adiposo (Brodie 
y Col,, 1966) y de la gran sensibilidad de dicho tejido a di 
ferentes hormonas lipoliticas.
De hecho Freedland y Krebs (1967) han demostrado 
que los higados perfundidos de ratas hipertiroideas, fabri- 
can mâs cantidad de glucosa que los de animales normales y 
aunque tambien la utilizaciôn de glucosa estâ aumentada en. 
el hipertiroidismo, nuestras ratas tiroidectomizadas trata­
das con 25 yug de tiroxina son hiperglucimicas. Esto parece 
indicar que, en nuestros animales hipertiroideos, las v£as 
encargadas de la sintesis de glucosa son mâs activas que las 
de su utilizaciôn.
La hiperglucemia aparece junto con altos niveles 
de insulina circulante, lo que estâ en contradicciôn con los
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resultados de Malaisse y Col., (1967) que han demostrado qu^ 
c1 tratamiento de ratas normales con altas dosis de cau­
sa una gran reducciôn en el contenido y secreciôn pancreâ- 
tica de insulina. Sin embargo, dichos autores utilizan dis­
tintas dosis y condiciones expérimentales a las nuestras, 
ya que,administran durante cuatro dias, a animales normales, 
una dosis diez veces mayor que la que reciben nuestros ani- 
,1 les tiroidectomizados durante dos meses y esto podria ex- 
.licar los diferentes resultados.
Nosotros pensamos que la tiroxina debe tener un 
efecto bifâsico en el metabolismo de la insulina, como ocu- 
rre con otros efeetos de la hormona. Esto viene apoyado por 
.1 hecho de que la secreciôn de insulina disminuye tras la 
tiroidectomia y aumenta cuando se administran dosis peque- 
iïas de tiroxina (1.5 pg/lOO g de peso corporal) (Malaisse 
y Col,, 1967). Por tanto, esta hormona tiene un efecto esti- 
mulante sobre la secreciôn de insulina, aunque la adminis­
traciôn de dosis farmacolôgicas produzca el efecto contra­
rio, D e acuerdo con esta interpretaciôn, la dosis utilizada 
por nosotros ha producido una estimulaciôn de la secreciôn 
de insulina mâs alta de lo normal, lo que se traduce en unos 
altos niveles circulantes de esta hormona, Estos altos ni­
veles de insulina han de deberse a una secreciôn aumentada 
y no a una degradaciôn disminuida de dicha hormona, ya que 
se ha demostrado que la degradaciôn de insulina estâ acele- 
rada en la tirotoxicosis (Cohen , 1957; Elgee y Williams, 
1955),
La situaciôn de nuestros animales hioertiroideos
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es diabetogenica, como lo demuestra la hiperglucemia que 
presentan, lo cual junto con los altos niveles. de insulina 
circulante sugiere que estos animales tienen una aumentada 
resistencia a la insulina.
Cuando las ratas hipertiroideas se someten al 
ayuno, la glucosa e insulina circulantes continuan siendo 
mas elevadas que en los contrôles, pero el cuadro metabo­
lico cambia completamente. Se ha descrito que en ratas ayu­
nadas tratadas con dosis farmacolôgicas de la gluconeo­
genesis es muy elevada (Freedland y Krebs, 1967; Menahan y 
Wieland, 1969), sin embargo, aqui hemos observado que el es- 
tado estacionario de metabolitos reguladores en el higado 
de nuestros animales hipertiroideos no es el apropiado pa­
ra inducir gluconeogenesis "in vivo", ya que;
Is- Ninguno de los parâmetros relacionados con el 
metabolismo de los lipidos estudiados en el higado (fosfo­
lipidos, âcidos grasos totales y Ac-CoA), cambian con el 
ayuno en los animales tratados con 25 ju g de tiroxina, lo qu. 
indica que, calculados por higado total, la concentracion 
de estos metabolitos disminuye con el ayuno. Esto sugiere 
una llegada disminuida de lipidos al higado desde los depo- 
sitos perifericos, a pesar de que se ha descrito que la li­
polisis "in vivo" del tejido adiposo esta aumentada en la 
tirotoxicosis (Fisher y Bail, 1967), Sin embargo, este in­
cremento "in vitro" de la lipolisis no signifies necesaria- 
mente que la liberaciôn neta "in vivo" de âcidos grasos es­
té aumentada en esos animales cuando est^n ayunados, ya que
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esto depende de la cantidad total de gllcéridos almacenados• 
Puesto que la utilization de lipidos esta enormemente ace- 
lerada en la tirotoxicosis cuando el animal esta alimentado 
(Montoya, 1972), las réservas de lipidos deben estar casi 
completamente agotadas tras las 48 hr. de ayuno en nuestros 
animales expérimentales, lo que puede explicar que no aumen 
.te la llegada de lipidos .al higado con el ayuno. Esta fal­
ta de réservas lipidicas parece estar compensada, al menos 
parcialmente, por un catabolismo proteico incrementado, lo 
que viene sugerido por el hecho de que las proteinas hepa­
ticas disminuyen con el ayuno cuando se calculan por higado 
total, lo cual no sucede en los otros grupos estudiados.
2s- En nuestros animales hipertiroideos. la rela­
cion lactico/piruvico no cambia con el ayuno, conservando 
la misma relacion NADH/NAO que cuando estaban alimentados. 
Por tanto, no se estâ favoreciendo la formation de 3-fosfo- 
gliceraldehido para la gluconeogenesis, al contrario de lo  ^
que sucede en animales normales.
3s- Los niveles hepâticos de âcido citrico tam- 
poco cambian con el ayuno en los animales hipertiroideos, 
siendo mâs altos que los que presentan los animales contrô­
les. Esto sugiere que el oxalacétato se esta utilizando pa­
ra reaccionar con el Ac-CoA de la misma forma que cuando 
estaban alimentados, en lugar de ser preferencialmente car- 
boxilado por la fosfo-enol-piruvato carboxilasa para la glu- 
coneogânesis. Esta explication viene apoyada por la ausencia 
de aumento en los niveles de Ac-CoA, junto con la menor ele­
vaciôn de cuerpos cetônicos circulantes con el ayuno que apa
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rece en estos animales.
A pesar de que todo lo dicho anteriormente sugie­
re que la gluconeogenesis no cambia con el ayuno en las ra­
tas tiroidectomizadas inyectadas con 25 yug de T^, hemos vis 
po que continuan teniendo unos niveles de glucosa en. ayunas 
mas altos que los animales normales, lo que podria apuntar 
hacia una menor utilization de este metabolite, a pesar de 
los altos niveles circulantes de insulina. Todo este cuadro 
metabolico es comparable al que aparece en otras situacio- 
nes diabetogenicas, como es el caso de los ratones obesos 
hiperglucemicos en los que ni los metabolitos reguladores 
hepaticos ni la gluconeogenesis cambian con el ayuno, pero 
presentan hiperglucemia y altos niveles de insulina (Sand-. 
1er y Col., 1968; Stauffather y Col., 1967).
REGULACION DEL METABOLISMO PE HIDRATOS PE CARBONO Y GRASAS 
EN LAS DISTINTAS CONDICIONES EXPERIMENTALES AOUI SSTUDIADAS
El centro principal donde confluyen las interre- 
laciones de hidratos de carbono y grasas en el organisme 
es el higado, cuyo ritmo metabolico juega un papel tras- 
cendental en la regulacion de la homeostasis energetica del 
animal complete. En primer lugar, la actividad metabôlica 
de un tejido depende de la concentracion (o actividad) de 
los enzimas que en él se encuentran. Sin embargo, la mayor 
parte de los enzimas de un tejido funcionan por debajo de
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su velocidad maxima, debido a una falta de suficiente 
sustrato y por consiguiente, cambios en la concentracion 
de este afectarân la actividad del ehzima correspondien- 
te. Sin variar la concentraciôn absoluta del enzima ni 
del sustrato, la actividad de aquel puede ser afectada 
por los llamados factores alostéricos, que son metaboli­
tos que originan un cambio configurational en la estruc- 
tura terciaria de la proteina, de forma que facilitan o 
disminuyen la afinidad del lado isostêrico del enzima 
por su sustrato (Harper, 1969). Finalmente, el conocimien 
to de la actividad de un enzima, de las concentraciones 
de su sustrato y de los factores reguladores de la mis­
ma en un tejido, no es suficiente para conocer como di-, 
cho enzima estâ funcionando dentro de la celula, dentro 
du un tejido, dentro de un ôrgano o en el animal comple­
te. La compartimentaciôn celular hace por ejemplo que 
muchas veces el enzima no sea asequible al sustrato, o 
que aunque exista una elevada concentraciôn de un factor 
activador o inhibidor del enzima no afecte a la activi­
dad de este por no encontrarse en el mismo compartimen­
te.
Estos y otros muchos factores (acciôn de las hor­
monas sobre los enzimas, cambios fisiolôgicos del pH 
intracelular, etc.) hacen en muchos casos extraordina- 
riamente dificil extrapolar resultados obtenidos en con­
diciones "in vitro" con enzimas purificadas, al animal 
"in vivo".
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Estas consideraciones nos llevaron a estudiar los 
mecanismos reguladores de las interrelaciones hidratos 
de carbono y grasas en el higado "in vivo" en distin­
tas condiciones expérimentales en las que conocfamos que 
se encontraban alteradas, relacionândolos con los cambios 
metabôlicos en el animal complète.
Del présente estudio en animales alimentados o 
en ayunas, lactantes o adultos, hipo o hipertiroideos, 
podemos destacar algunos puntos trascendentales que son 
comunes a todas estas situaciones.
Aqui hemos visto que el ayuno en animales norma­
les, el periodo de lactancia y el hipertiroidismo en 
animales alimentados o el hipotiroidismo en animales en - 
ayunas, son condiciones en las que se présenta un aumen­
to en la llegada de lipidos al higado, aunque inducido 
por diferentes motivos (en unos casos desencadenados por 
alteraciones hormonales, como en el ayuno o el hipo e 
hipertiroidismo, y en otros, por cambios en la ingesta, 
como es el caso de los animales lactantes). Este efecto 
comun, una inundaciôn de lipidos en el higado, hemos vis 
to que afecta de distinta manera el estado estacionario 
de metabolitos hepâticos. Asi, mientras que la concen­
traciôn de Ac-CoA no difiere de las de sus correspondien 
tes contrôles en las ratas lactantes e hipertiroideas 
alimentadas y en las hipotiroideas ayunadas, en las adul 
tas hay un aumento con el ayuno en dicho parâmetro. Al 
mismo tiempo el ac. citrico es igual al de sus respecti-
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vos contrôles en los animales lactantes y en los hiperti 
roideos, mientras que en los hipotiroideos sometidos al 
ayuno dicho parâmetro es mayor que en sus contrôles res­
pectives y en los animales normales, adultos disminuye - 
significativamente con el ayuno.
De alguna forma, estos resultados indican que aun 
que en las citadas condiciones expérimentales la llegada 
de lipidos al higado estâ aumentada, su utilizaciôn difie 
re de unos grupos a otros. La forma en que estos lipidos 
se utilizan,puede deducirse en funciôn de dichos parâmer 
tros (acetil-CoA y âcido citrico) y de los niveles plas­
mâticos de cuerpos cetônicos, los cuales estân elevados 
en las ratas lactantes alimentadas, en las adultas en 
ayunas, y en las hipotiroideas en esta misma condiciôn 
alimenticia, mientras que en las hipertiroideas no difie 
ren de sus respectives contrôles. Asi pues, en las ratas 
lactantes los productos de la ^-oxidaciôn de los âcidos 
grasos son suficientes para mantener niveles normales de 
âcido citrico y Ac-CoA hepâticos y una activa cetogenesis. 
En los animales en ayunas tambien hay activaciôn de la 
oxidaciôn, pero el Ac-CoA se escapa del ciclo de Krebs 
(posiblemente por falta de OAA, que se estâ utilizando 
para la gluconeogenesis) para lograr mantener elevados 
los cuerpos cetônicos, que pueden ser utilizados como 
fuente de energia y de esta forma ahorrar glucosa. En 
los animales hipertiroideos alimentados,sin embargo, es­
tos parâmetros se mantienen en niveles normales, sugi-
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I'iendo que, en caso de que haya una elevada cetogenesis, 
es compensada.por una activa utilizaciôn de cuerpos ce- 
cônicos. Finalmente, nos encontramos con una situaciôn 
muy particular, como es la de las ratas hipotiroideas en 
ayunas, las cuales mantienen niveles de Ac-CoA normales 
junto con niveles elevados de âcido citrico y cuerpos ce 
tônicos. Lôgicamente, esta elevaciôn de-los cuerpos ceto 
nicos puede ser consecuencia de una menor utilizaciôn de 
los mismos, pero el hecho es que al higado de estos ani^ 
males han llegado suficientes âcidos grasos para mantener 
aumentado el âcido citrico sin variar la concentraciôn hc 
pâtica de Ac-CoA. Esta situaciôn metabôlica se asemeja 
a la que se présenta en animales obesos y concuerda con 
el predominio de acumulo de grasas descrito en el hipo­
tiroidismo ,
Existen factores comunes en estas situaciones ex­
périmentales. Asi, en todas ellas, se présenta una acti­
vaciôn de la gluconeogenesis (posiblemente acompahada de 
una inhibiciôn de la glucolisis), una activa glucogenoli 
sis y una inhibida lipogénesis.
Es curiosos observar la falta de correlaciôn en­
tre los niveles de Ac-CoA y âcido citrico y las vias me­
tabôlicas anteriormente citadas. Segun se ha descrito, 
una elevaciôn en el Ac-CoA y el citrico deben acompahar 
a una aumentada gl coneogenesis, al ser el primero acti­
vador del primer enzima de la gluconeogenesis; la piru- 
vato carboxilasa, y cl segundo inhibidor de un enzima
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glicoiitico; la fosfofructokinasa. Asi pues, estos resul 
tados demuestran que el mantenimiento de una aumentada 
gluconeogenesis no requiere necesariamente la presencia 
uc concentraciones apropiadas de dichos reguladores alos 
uaricos.
El mismo razonamiento podria hacerse para el caso 
de la lipogenesis, la cual es activada por el âcido ci­
trico que actua alostericamente sobre la Ac-CoA carbo­
xilasa, Una disminucion de la lipogenesis hemos visto 
que puede presentarse en presencia de niveles normales 
de âcido citrico hepâtico (animales lactantes alimenta­
dos), e incluso en presencia de unos altos niveles de 
dicho metabolito ( ratas lactantes en ayunas),
Otro punto interesante que puede deducirse del 
présenté estudio se refiere al critico papel que ejer- 
ce la reaccion catalizada por la citrico ântetasa en el 
dcstino metabolico de 1 Ac-CoA. A traves de esta reaccion, 
en condiciones basales, el Ac-CoA se acopla al oxalace- 
tico para entrar en el ciclo de Krebs en forma de âci­
do citrico. Para llevarse a cabo esta reaccion se requie 
re, no sôlo la presencia de una suficiente actividad del 
enzima, sino la de los sustratos correspondientes,Aqui - 
hemos visto por ejemplo, que cuando falta oxalacétato, 
por estarse utilizando mâs râpidamente para la gluconeo­
genesis, los niveles de âcido citrico hepâtico disminu­
yen ya que el Ac-CoA escapa del.ciclo de Krebs para ir 
a formar cuerpos cetônicos. Este es el caso de los ani-
1 96 -
maies adultos normales y de 30 dias de edad, sometidos 
al ayuno, en los que una activaciôn de la gluconeogene­
sis viène acompanadâ de una activa cetogenesis y de una 
disminuciôn de la concentraciôn hepâtica de âcido citri 
co. Como hemos visto aqui, también puede darse el caso 
de que unas activas gluconeogenesis y cetogenesis no se 
presenten junto con una bajada de acido citrico, como 
ocurre en el caso de las ratas lactantes alimentadas. 
esta situaciôn, el panorama metabolico podria explicate- 
por una formaciôn aumentada de oxalacétato y Ac-CoA, su­
ficiente para mantener una elevada gluconeogenesis y una 
sintesis normal de âcido citrico, al mismo tiempo que 
una aumentada cetogenesis. Esta situaciôn parece lograr- 
se a expensas de una abundante oxidaciôn de grasas en cl 
higado,como hemos demostrado aqui, y una activa sintesis 
de oxalacétato a partir de proteinas, como lo sugeriria 
cl hecho de que la actividad aspartato transamihasa se 
ha descrito que estâ aumentada en el higado de estos.ani 
maies.
Podrian achacarse estos cambios en la encrucijada 
de citrico-acetil-CoA-cuerpos câtonicos,a alteraciones 
en los niveles perifericos de insulina. De hecho, se sa­
be que los bajos niveles de âcido citrico y la aumentada 
concentraciôn de Ac-CoA y de cuerpos cetdnicos circulan­
tes que se presentan en el animal adulte en ayunas (don- 
dc los niveles de insulina estân disminuidos), se revier 
>■ . I II ncrmalidad a los pocos minutes de la inyeccion
- 197 -
de insulina (Herrera y Freinkel, 1968), Sin embargo, no 
siempre este es el caso, ya que unos bâjos niveles cir­
culantes de dicha hormona pueden presentarse junto a un 
estado estacionario de metabolitos hepâticos totalmente 
normal, como sucede en los animales hipotiroideos, y por 
contrario, unos niveles altos de insulina pueden dar­
se junto a una aumentada liberaciôn perifêrica de gra­
sas y un estado estacionario de metabolitos hepâticos 
totalmente normal, como sucede en el caso de las ratas 
hipertiroideas.
No podemos descartar la posibilidad de que estos 
efectds se deban a los cambios conjuntos de otras hormo­
nas, ademâs de la Insulina, que acompahan a estas situa­
ciones expérimentales. De hecho aqui hemos visto que al- 
gunas de las hormonas hipofisarias cambian de dis tinta 
forma segun la condiciôn experimental estudiada.

R E S U M E N
Y
C O N C L U S I O N .  E S  F I N A L E S
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1- £n la presente tesis hemos estudiado los méca­
nismes de regulacion de las interrelaciones hidratos de car- 
bono/grasas; para ello hemos utilizado como modèles expéri­
mentales ratas lactantes, hipe e hlpertiroideas, tanto ali- 
pentadas como en ayunas.
2- El aumento del tamaho del higado en las ratas 
lactantes es mas lento que el del peso corporal (de tal mo­
de que hasta los 20 dias la relacion peso del higado/peso 
corporal no se normaliza), lo que se debe a grandes cambios 
en el numéro y tamaho de los hepatocitos. Un tiempo critico 
en el desarrollo del higado lo hemos encontrado a los 10
dîas del nacimiento, a partir de los cuales se présenta una
«
activation de la division celular. A1 mismo tiempo, a dicha 
edad el ayuno produce una degradation hepatica que repercu­
te en un mayor descenso de los componentes intrinsecos del 
h£gado que en otras edades (proteinas, agua, fosfolipidos), 
e incluso una perdida de DNA, el cual no varia en el hfgado 
de los otros grupos estudiados.
3-La concentration hepâtica de acidos grasos li­
bres y esterificados, esta aumentada en las ratas lactan­
tes, lo que parece ser consecuencia de la abundancia de li- 
pidos de la leche materna y no de una activation de la li- 
pogênesis, que hemos visto que esta inhibida en estos ani­
males. El ayuno hace que aumente la concentration hepâtica 
de acidos grasos totales en los animales de 30 dias de edad
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' adultos, cotno resultado de una activacion de la lipolisis 
en tejido adiposo, mientras que en las ratas mas jovenes no 
Gambia dicho parametro, posiblemente debido a una falta de 
réservas grasas y/o a una mayor utilization de los acidos 
grasos,
4- La concentration de glucogeno hepatico es muy 
baja en las ratas de 5 dfas, aumentando progresivamente con 
la edad a medida que va cambiando^la composition de la die- 
ta, que se va haciendo mas rica en hidratos de carbono, y 
por tanto aportando sustrato para la glucogénesis.
3- Cuando las ratas lactantes estân alimentadas, 
los niveles hepâticos de Âc-CoÂ y âcido citrico son simila- 
res a los de las ratas adultes, mientras que los niveles 
plasmâticos de cuerpos cetonicos estân muy elevados en las 
primeras.
Tras el ayuno, la elevation de Ac-CoA es menor en 
las ratas Jovenes que en las adultâs, mientras que el âcido 
citrico no cambia p incluso aumenta durante la lactancia. , 
Este ultimo resultado es contrario al que se présenta normal 
mente, ya que en las ratas adultes el âcido citrico disminu- 
ye con el ayuno, A pesar de ello, el aumento de cuerpos ce­
tonicos es mâximo en las ratas mâs jovenes. Todos estos cam 
bios pueden ser explirados gracias a la abundancia de lipi» 
dos en las ratas jovenes, que pueden oxidarlos en mayor pro 
portion tras el ayuno y a una disponibilidad de oxalacetato
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en esta situation alimenticia, debido a una falta de activa 
d o n  en la utilisation de este metabolito para la sintesis 
de glucosa,
6- La gluconeogénesis "in vivo" esta aumentada en 
las ratas lactantes, lo cual puede estar facilitado por un 
potential citoplâsmico mas teducido, como lo indica el aumen 
to de la relacion lâctico/piruvico en estos animales. Tras 
el ayuno la actividad gluconeogenetica no aumenta en las ra 
tas mâs jovenes estudiadas, mientras que en las de mayor 
edad hay una activacion significativa de esta via metaboli- 
ca. Esta situation en las ratas lactantes es comparable a
la que aparece en las adultas alimentadas con una dieta ri­
ca en grasas y por consiguiente, puede explicarse por la 
abundancia de lipidos que existe en la leche.
7- Todos estos cambios metabolicos permiten que 
el animal lactante consiga unos niveles aceptables de glu­
cose, a pesar del minimo aporte de carbohidratos en la dic­
ta. La posibilidad de utilizer lipidos en gran cantidad 
permite un ahorro de glucosa que especialmente se pone de 
manifiesto en los animales de 20 dias, en los que dicho pa- 
râmetro no cambia ton el ayuno gracias a los efectos yuxta- 
puestos de una activa cetogenesis y un aumento en la dis­
ponibilidad de hidratos de carbono en la dieta.
u- Algunas de las alteraciones que aparecian en
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la lactancia, se presentan de forma similar en ratas hipo- 
tiroideas sometidas al ayuno y posiblemente, son inducidas 
tambien por un aumento de los lipidos disponibles, ya qiîe 
aunque en estos animales hay una disminucion del ritmo ana- 
ûolico y catabolico, el acumulo de grasas esta favorecido 
en el hipotiroidismo cuando los animales estân alimentados.
9- El hipotiroidismo intenso se ha logrado some- 
tiendo a ratas tiroidectomizadas a una dieta pobre en iodo 
y se manifiesta por una drâstica bajada de los niveles cir­
culantes de hormonas tiroideas, un aumento de la tirotropi- 
na plàsmâtica y una detention del crecimiento.
. 10- los cambios mâs intenses de los parâmetros es 
tudiados en las ratas tiroidectomizadas se presentan cuando 
estos animales se someten al ayuno. En estas condiciones, 
aparecen niveles de âcido citrico hepâtico y cuerpos ceto­
nicos circulantes mâs altos que en los animales contrôles, 
mientras que en los de Âc-CoA no hay diferencia entre los 
dos grupos y los niveles de glucosa circulante y glucogeno 
hepâtico estân francaménte disminuldos.
11- No todas las alteraciones metabolicas que pre 
sentan las ratas tiroidectomizadas pueden achacarse exclusi- 
vamente a la disminucion de hormonas tiroideas disponibles, 
ya que hemos visto que en estos animales aparecen cambios 
en otras glândulas, taies como la hipofisis y el pancreas,
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cuyas hormonas afectan directamente eL metaboLismo interme- 
diario.
12- La administracion de pequehas cantidades de 
tiroxina (0.1 de T^/IQO g de peso/dia) a animales ti- 
roidectomizados hace desaparecer parte de las alteraciones 
metabolicas del hipotiroidismo intenso, sin alterar los ni­
veles circulantes de TSH. Es to sugiere una distinta sensi- 
bilidad de los diferentes parâmetros aqu£ estudiados a las 
hormonas tiroideas y viene apoyado por el hecho de que do- 
sis de suficientes para normalizar totalmente el creci­
miento y la mayor parte de loS parâmetros estudiados Q. ^ ug) 
hacen que los animales prèsenten unos niveles circulantes 
ae insulina aumentados y como consecuencia, disminuldos de 
glucosa plasmâtica.
13- La administracion diaria de 25 yug de tiroxina 
a ratas tiroidectomizadas, produce un hipertiroidismo que 
se manifiesta en unos altos niveles de hormonas tiroideas 
circulantes y una disminucion del TSH en plasma. Estos ani­
males presentan una perdida de peso corporal que no se debe 
a un menor crecimiento (lo que Viene apoyado por el hecho
i
de un contenido hipofisario de GH normal), sino a un cata- 
Dolismo acelerado.
14- £1 estado estacionario de los distintos meta­
bolites aqu£ estudiados es. normal, con la excepcion de una
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disminucion de la concentracion hepâtica de glucogeno, como 
consecuencia de una gran glucogenolisis, y de un aumento de 
la glucemia. A pesar de este cuadro diabitico, los niveles 
plasmâticos de insulina son muy altos, lo que sugiere una 
elevada resistencia a la insulina en las ratas hipertiroi- 
deas •
15- La respuesta al ayuno estâ muy disminuîda en 
estos animales, como lo demuestra la ausencia de cambio^en 
los niveles de Ac-CoA, ac. citrico y ac. grasos hepâticos 
y el menor aumento en los cuerpos cetonicos circulantes, 
as£ como el mantenimiento de la hiperglucemia e hiperinsu- 
linemia. Posiblemente esta aminorada respuesta al ayuno se 
(cbe a una falta de movilizacion de ifpidos, no por una dis 
minucion de la actividad lipol£tica del tejido adiposo, si­
no por una carencia de suficientes depositos grasos, cômo 
consecuencia del acelerado catabolismo al que estaban some- 
tidos estos animales cuando se encontraban alimentados "ad 
libitum".
16- Del présenté estudio en animales sometidos a 
dis tintas condiciones expérimentales podemos concluir que 
un aumento en la llegada de l£pidos al higado puede afectar 
de diferente manera el estado estacionario de distintos me- 
tabolitos, dependiendo de la forma de utilization de estos. 
Parecen, sin embargo, existir factores comunes en estas si- 
tuaciones de abundancia de grasas, como son una activacion
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du la gluconeogénesis, una elevada glucogenolisis y una inhi 
bida lipogénesis,
17- No existe, sin embargo, correlacion entre el 
estado estacionario de algunos metabolites reguladores de 
tipo alosterico y la actividad de las vias sobre las que se 
ha descrito que actuan, Esto hace sospechar del papel fisio- 
logico que estos mécanismes, descritos en condiciones de en 
zimas purificadas, puedan jugar en el animal "in vivo".
18- Por ultime, hemos de destacar el importante 
papel que parece jugar la reaccion catalizada por la citra- 
to sintetasa en la regulacion de la èncrucijada metabolica 
de lipides e hidratos de carbono, ya que puede dirigir la 
utilizacion del oxalacetato para la sintesis de âcido ci­
trico y/o para la sintesis de glucosa y la del Ac-CoA pa­
ra entrar en el ciclo de Krebs, para la lipogênesis y/o pa­
ra la cetogenesis y de esta forma lograr regular el equili- 
brio entre el métabolisme hidrocarbonado y el graso en el 
higado.
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